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Résumé en français 
La nicotine retarde le développement du système de conduction cardiaque menant 
possiblement vers le syndrome de mort subite du nouveau-né. 
Par 
Anh-Tuan Ton 
Département de physiologie 
Mémoire présenté à la Faculté de médecine et des sciences de la santé en vue de l'obtention 
du diplôme de maître ès sciences (M.Se.) en Physiologie et Biophysique, Faculté de 
médecine et des sciences de la santé, Université de Sherbrooke, Sherbrooke, Québec, 
Canada, J1H 5N4 
Introduction : Plus de 50% des décès des nourrissons sont attribuables au syndrome de 
mort subite du nouveau-né (SMSN). Dans certains cas, des arythmies cardiaques seraient 
observées chez ces nourrissons. De plus, l'exposition à la fumée de cigarettes représente le 
facteur de risque le plus élevé dans le SMSN. Il est connu que le système de conduction 
cardiaque est formé par un processus de résorption dégénérative (apoptose) et la nicotine 
possède des effets anti-apoptotiques. Ainsi, nous émettons l'hypothèse que la nicotine 
retarde la maturation des nœuds sinusal (NSA) et auriculo-ventriculaire (NAV), ce qui 
pourrait expliquer l'origine de ces arythmies menant au SMSN. Méthodes : Des lapines 
gestantes ont été exposées à la nicotine à l'aide de pompes osmotiques sous-cutanées dès la 
deuxième semaine de gestation. Nous avons étudié la résorption dégénérative en évaluant le 
niveau d'apoptose, mécanisme responsable de la maturation du NAV et NSA chez des 
lapereaux exposés à la nicotine ou non. De plus, les expériences en immunofluorescence 
nous ont permis de localiser les canaux sodiques (Nays) dans le NSA. Nous avons ensuite 
quantifié par PCR quantitative l'expression des Navs dans les oreillettes et les ventricules 
cardiaques de lapereaux à 0, 7, 14 et 30 jours postnatal (PN). Finalement, nous avons 
regardé l'effet de l'isoprotérénol sur le courant sodique cardiaque des lapereaux exposés ou 
non à la nicotine. Résultats : La nicotine réduit l'apoptose à 7 jours PN, ainsi elle prévient 
le développement du NSA. A 14 et 30 jours PN, alors que la concentration sérique de 
nicotine chute à 0 ng/ml, le niveau d'apoptose devient similaire à celui retrouvé chez les 
lapins contrôles âgés de 7 jours. La nicotine a également pour effet d'augmenter 
l'expression de SCN1A et SCN5A dans l'oreillette droite des lapereaux nouveau-nés 
contrôles. En effet, à 0 jour PN, nous avons observé une augmentation de l'expression de 
SCN1A, SCN4A et SCN5A de 3, 2 et 15 fois respectivement. À 7 jours PN, j'ai observé 
une augmentation d'expression de 7, 30 et 64 fois pour SCN1A, SCN4A et SCN5A 
respectivement. A 14 jours PN, je remarque une augmentation d'expression de 2, 3 et 7 fois 
pour SCN1A, SCN4A et SCN5A respectivement. A 30 jours PN, je constate une 
augmentation d'expression de SCN5A de 44 fois lors d'une exposition à la nicotine. 
Finalement, la nicotine élimine les effets de l'isoprotérénol sur l'amplitude du courant 
sodique. Conclusion : En conclusion, cette étude démontre que la nicotine retarde le 
phénomène de résorption dégénérative, retarde le développement du NSA et dérègle 
l'expression de SCN1A, SCN4A et SCN5A. Ces changements peuvent permettre de 
comprendre la perturbation de la conduction observée dans le SMSN. Mots-clés : 
Développement et conduction cardiaque, exposition prénatale à la nicotine, syndrome de 
mort subite du nouveau-né. 
Abstract 
Nicotine delays the Development of Cardiac Conduction System: Potential Cause for 
Arrhythmias leading to Sudden Infant Death Syndrome 
By 
Anh-Tuan Ton 
Département of physiology 
Mémoire présenté à la Faculté de médecine et des sciences de la santé en vue de l'obtention 
du diplôme de maître ès sciences (M.Se.) en Physiologie et Biophysique, Faculté de 
médecine et des sciences de la santé, Université de Sherbrooke, Sherbrooke, Québec, 
Canada, J1H 5N4 
Introduction: More than 50% of newborns death is due to the sudden infant death 
syndrome (SIDS). Exposure to cigarette smoke represents the highest risk factor for SIDS. 
Cardiac bradycardias are observed in most cases of SIDS. The cardiac conduction system is 
molded by a resorptive degeneration process (apoptosis). Nicotine is known to possess anti-
apoptotic effects. Therefore, we hypothesized that nicotine disrupts the maturation of the 
sinoatrial (SAN) and auriculoventricular (AVN) nodes, which in return can cause 
arrhythmias leading to SIDS. Methods: Osmotic pumps delivering nicotine were 
subcutaneously implanted in pregnant rabbits at their second week of pregnancy. We then 
characterized the level of apoptosis in SAN of newborn rabbits exposed or not to nicotine 
in utero. Moreover, we did immunofluorescence to localize the sodium channels (Navs) 
within the SAN. Then, using quantitative PCR, we quantified the expression of Nays in the 
atria and ventricles of the newborn rabbits' hearts at 0, 7, 14 and 30 days postnatal. Finally, 
we looked at the effect of isoproterenol on the cardiac sodium channels in rabbits exposed 
or not to nicotine. Results: Nicotine decreased apoptosis at 7 days postnatal, thus 
preventing the early development of SAN. At 14 and 30 days when sérum nicotine levels 
dropped to 0 ng/ml, apoptosis reached levels similar to unexposed rabbit hearts at 7 days. 
Nicotine increased the expression pattern of SCN1A and SCN5A in the right atria of 
control newborn rabbits. Therefore, at 0 day PN, we observed an increase in the expression 
of SCN1A, SCN4A and SCN5A of respectively 3, 2 and 15 times. At 7 days PN, I observe 
an increase of expression of 7, 30 and 64 times for SCN1A, SCN4A and SCN5A 
respectively. At 14 days PN, I notice an increase in the expression of SCN1A, SCN4A and 
SCN5A of respectively 2, 3 and 7 times. At 30 days PN, I note an increase of expression of 
SCN5A by 44 times when exposed to nicotine. Finally, I observe that nicotine removes the 
effect of isoproterenol on the amplitude of cardiac sodium channels. Conclusion: In 
conclusion, our study demonstrates that nicotine disturbed the resorptive degeneration 
process and delays the development of the SAN and régional ly perturbed expression of 
SCN1A, SCN4A and SCN5A. These changes can help explain the conduction disturbances 
observed in SIDS. 
Keywords: development of cardiac conduction system, prénatal exposure to nicotine, 
sudden infant death syndrome. 
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Introduction 
1. Syndrome de la mort subite du nouveau-né 
En Amérique du Nord, le syndrome de la mort subite du nouveau-né (SMSN) est 
responsable de 50 % des décès qui surviennent durant le sommeil chez les enfants de moins 
d'un an (Manole et al., 2006) majoritairement lorsque le nourrisson est âgé entre deux et 
quatre mois (Matturri et al., 2000). Par ailleurs, ce syndrome a un taux d'incidence de 0,3 à 
0,6 nourrisson canadien décédé par 1000 naissances (Thuot et al., 2001). 
Le syndrome de mort subite du nourrisson est une mort soudaine qui survient durant le 
sommeil sans aucun signe extérieur de détresse où le nourrisson arrête tout simplement de 
respirer (Hunt et Hauck, 2006). De plus, pour être défini comme un SMSN, lors d'une 
autopsie, le cœur et les autres organes ne doivent pas avoir eu de problème de 
développement apparent et le nourrisson ne doit pas posséder d'antécédent médical. Le 
SMSN est donc une mort inexpliquée et inattendue du nourrisson qui semble être en santé 
(Matturi et al., 2000). 
Une exposition pré- et postnatale à la nicotine est un des facteurs de risque les plus nocifs 
(Sartiani et al., 2010), puisqu'une exposition à la nicotine augmente de deux à quatre fois 
les risques du syndrome de mort subite du nouveau-né (Huang et al., 2005). Effectivement, 
21 % des cas de mort subite du nouveau-né étaient associés aux mères fumeuses et parmi 
tous les enfants nés de mères fumeuses, 61 % des cas de morts subites chez ces nouveau-
nés étaient directement liés à l'exposition nicotinique pré- et postnatale (Shah et al., 2006). 
Bien que ces décès soient inexpliqués suite à une autopsie, plusieurs observations 
physiologiques ont été faites chez le nourrisson et, dans plusieurs cas, une arythmie 
cardiaque, bradycardie, a été décelée (Ottaviani, 2010). Une question peut alors être posée : 
est-ce que le SMSN serait un problème relié au cœur ou un autre organe? La pathogenèse 
du SMSN est souvent reliée à un dysfonctionnement du système de conduction cardiaque et 
du système nerveux autonome (Ottaviani, 2010). Dans ce même ordre d'idées, le cœur d'un 
nourrisson est électriquement plus vulnérable dû au réarrangement postnatal du système de 
conduction cardiaque qui survient lors des premiers mois d'existence (Ottaviani et ai, 
2003). 
La combinaison des anomalies du système de contrôle des muscles respiratoires et du 
système de conduction cardiaque cause une incapacité chez le nourrisson à sortir de l'apnée 
du sommeil (Huang et al., 2006). Lors d'une hypoxie, chez les nouveau-nés sains, les 
fréquences respiratoires et cardiaques augmentent légèrement, puis redescendent. Ce 
phénomène biphasique correspond au réflexe d'auto-réanimation (auto-resuscitation 
reflex). Ce mécanisme de protection cardiorespiratoire permet de favoriser la survie en 
diminuant la demande métabolique des muscles cardiaques et respiratoires (Neff et al., 
2004). En effet, lorsque le centre respiratoire détecte une hypoxie, durant l'apnée du 
sommeil, il envoie une stimulation adrénergique vers le cœur pour que celui-ci augmente sa 
fréquence cardiaque et cette stimulation adrénergique force également l'halètement (anoxie 
gasping) pour permettre au nourrisson de se réveiller. Par contre, chez les nouveau-nés 
atteints du SMSN, dans le but de réduire la demande métabolique du corps en réponse à 
une hypoxie, le système cardiorespiratoire du nourrisson ne fait que diminuer la fréquence 
cardiaque et respiratoire (absence d'halètement) au lieu de l'augmenter menant ainsi vers 
une bradycardie et éventuellement un arrêt cardiaque et respiratoire (Figure 1) (Manole et 
ai, 2006). 
Une étude a démontré que durant une hypoxie, les rats exposés à la nicotine in utero 
tombaient plus rapidement en apnée que les témoins (Neff et al., 2004). De plus, les rats 
nouveau-nés exposés à la nicotine montraient une tolérance réduite à l'hypoxie due à une 
déficience de contrôle du rythme cardiaque. Une bradycardie sévère et excessive en 
réponse à une hypoxie est possiblement une cause du syndrome de la mort subite du 
nourrisson (Slotkin et al., 1997). 
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Figure 1. Réflexe d'auto-réanimation observé chez les bébés lors des apnées du sommeil. 
Chez le nouveau-né sain, une apnée du sommeil cause une baisse d'oxygénation (hypoxie), cette hypoxie est 
détectée par le centre respiratoire qui va induire des stimulations adrénergiques vers le cœur pour que celui-ci 
augmente sa fréquence cardiaque et permette au nourrisson de se réveiller. Dans le cas des nourrissons qui 
décèdent du SMSN, l'augmentation de la fréquence cardiaque n'est pas observée. 
En résumé, plusieurs facteurs de risque peuvent causer une mort subite comme une 
naissance prématurée ou le fait d'être couché sur le ventre, mais le facteur de risque le plus 
élevé reste l'exposition à la fumée de cigarettes. Par conséquent, plusieurs pathologies 
peuvent être impliquées dans le SMSN et les causes les plus souvent retrouvées sont au 
niveau du système nerveux autonome et du système de conduction cardiaque. Finalement, 
le réflexe d'auto-réanimation serait inexistant chez les nourrissons décédés du syndrome de 
mort subite du nouveau-né. 
2. Développement et conduction du système cardiaque 
2.1. Description du cœur 
Le cœur est un organe creux et musculaire. Il assure la circulation du sang en le pompant, 
grâce à des contractions rythmiques, vers les vaisseaux sanguins. Le cœur humain se situe 
sous le sternum et se compose surtout de tissus musculaires (Figure 2A). Le cœur est 
composé de trois couches distinctes. La première est le péricarde (pericardium) qui se 
compose d'une couche de cellules épithéliales et de tissu conjonctif qui entoure et protège 
le cœur. La deuxième couche est l'épais myocarde (myocardium) ou muscle cardiaque. A 
l'intérieur se trouve l'endocarde (endocardium), une couche additionnelle de cellules 
endothéliales et de tissu conjonctif qui est extrêmement bien vascularisée et renferme des 
fibres nerveuses et des vaisseaux sanguins (Marieb et Hoehn, 2010). 
Les deux oreillettes ont une paroi relativement mince et servent de réservoir au sang qui 
circule dans le corps humain. Elles ne chassent le sang que sur la courte distance qui les 
sépare des ventricules. Les ventricules ont une paroi plus épaisse, et leurs contractions sont 
beaucoup plus puissantes, surtout le ventricule gauche, car il doit envoyer le sang à tous les 
organes du corps par la circulation systémique (Reece et al, 2010). 
Brièvement, le sang pauvre en oxygène et riche en dioxyde de carbone au niveau des 
oreillettes droites va être déversé dans le ventricule droit en passant les valves tricuspides. 
Le ventricule droit pompe alors le sang vers les poumons par l'intermédiaire du tronc 
pulmonaire, qui se subdivise en artères pulmonaires droite et gauche (Figure 2B). À mesure 
que le sang s'écoule dans les lits capillaires des poumons droit et gauche, il capte de 
l'oxygène et perd du dioxyde de carbone. Ce sang oxygéné revient des poumons par 
l'intermédiaire des veines pulmonaires droites et gauches pour rejoindre l'oreillette gauche 
du cœur. Ensuite, le sang est propulsé dans le ventricule gauche, à mesure que la valve 
mitrale s'ouvre et que l'oreillette gauche se contracte. Le ventricule gauche expulse le sang 
riche en oxygène vers les tissus du corps par l'intermédiaire de la circulation systémique. 
Le sang quitte le ventricule gauche par l'aorte, qui transporte le sang aux autres artères 
parcourant le corps. Les premières branches de l'aorte sont les artères coronaires qui 
approvisionnent le muscle cardiaque lui-même en sang. Puis viennent les branches 
débouchant sur les lits capillaires qui approvisionnent les tissus du corps humain. 
Finalement, ce sang appauvri en oxygène quitte les tissus pour être déversé dans l'oreillette 
droite par les veines caves supérieures et inférieures (Akhter, 2011). 
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Figure 2. Localisation du cueur et schéma de la circulation sanguine. 
(A) Localisation du cœur dans le corps humain, soit sous le sternum. (B) Schéma de la circulation sanguine 
dans le corps humain et lieux des échanges gazeux. Sang désoxygéné (bleu), sang oxygéné (rouge). (Reece et 
al, 2010) 
Le cœur se contracte et se relâche de façon rythmique et autonome. Lorsqu'il se contracte, 
il agit telle une pompe foulante et expulse le sang dans le tronc pulmonaire et l'aorte. 
Lorsqu'il se relâche, il agit telle une pompe aspirante et ses cavités se remplissent de sang. 
Un cycle complet comportant une phase d'éjection et une autre de remplissage de sang dans 
le cœur, correspond à une révolution cardiaque. 
Le muscle cardiaque est myogénique (contraction initiée par le myocyte), à la différence du 
muscle squelettique qui a besoin d'un stimulus conscient ou réflexe, le muscle cardiaque est 
autoexcitable. Les contractions rythmiques se produisent spontanément sans influx du 
système nerveux, bien que leur fréquence puisse être affectée par des influences nerveuses 
ou hormonales telles l'exercice ou la perception de danger (Reece et al., 2010). 
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2.2. Description de la formation du système de conduction 
2.2.1. Conduction cardiaque 
La séquence rythmique des contractions est coordonnée et synchronisée par une 
dépolarisation du nœud sinusal (NSA) situé dans la paroi supérieure de l'oreillette droite 
près de l'endroit où la veine cave supérieure pénètre dans le cœur (Figure 3). Le NSA 
génère des impulsions électriques (influx) semblables à celles que les neurones produisent 
et est donc responsable de l'initiation du rythme cardiaque, activité « pacemaker » (Boyett 
et al., 2006; Satoh, 2003). Étant donné que les cellules du muscle cardiaque sont couplées 
électriquement par des disques intercalaires (jonctions gaps entre les cellules adjacentes), 
les influx du NSA se propagent rapidement dans la paroi des oreillettes. Le courant 
électrique induit, de l'ordre du millivolt, est transmis dans l'ensemble de l'oreillette et passe 
dans le ventricule par l'intermédiaire du nœud atrio-ventriculaire (NAV). Le NAV, autre 
région de tissus musculaires spécialisés, est situé dans la paroi qui sépare l'oreillette droite 
du ventricule droit. À ce niveau, les influx sont retardés d'environ 0,1 seconde avant de se 
propager dans la paroi des ventricules, ce qui permet aux oreillettes de se vider 
complètement et de synchroniser la repolarisation auriculaire (Akazawa et Komuro, 2011). 
En effet, le NAV filtre les impulsions électriques venant du NSA avant de les envoyer vers 
le réseau de His en cas d'activité trop rapide de l'oreillette. L'influx se propage dans le 
septum interventriculaire par les branches de His, constitué de fibres spécialisées appelées 
fibres de Purkinje (Boyett, 2009). Les fibres de Purkinje sont des fibres musculaires 
spécialisées qui assurent la contraction simultanée des parois ventriculaires (Figure 3). Ce 
système électrique explique la régularité du rythme cardiaque et assure la coordination des 
contractions auriculo-ventriculaires. C'est cette activité électrique qui est analysée par des 
électrodes posées à la surface de la peau selon les dérivations créant un axe électrique du 
cœur et qui constitue l'électrocardiogramme (ECG) (Park et Fishman, 2011). 
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Figure 3. Régulation de la fonction cardiaque. 
(Reece et al., 2010). 
2.2.2. Formation du NSA 
2.2.2.1. Remodelage morphologique 
Durant la morphogénèse nomnale, la mort cellulaire est cruciale dans la transformation 
prénatale; par exemple, la formation des orteils et des doigts (James TN, 1994). Dans ce 
même ordre d'idée, la mort cellulaire est un processus essentiel dans la morphogénèse du 
système de conduction cardiaque et le mécanisme responsable de cette mort cellulaire 
cardiaque est appelé la résorption dégénérative (apoptose). La résorption dégénérative sert à 
retirer le tissu excédentaire pour créer un système de conduction bien différencié (Ottaviani 
et Matturri, 2008). L'apoptose est possiblement le principal mécanisme de maturation qui 
permet d'isoler électriquement les voies de conduction dans le système de conduction 
cardiaque. L'apoptose est une mort cellulaire programmée sans inflammation, ce qui rend 
la détection de cette dernière très difficile, car les cellules apoptotiques sont rapidement 
phagocytées (Hatem, 1997). 
Tout d'abord, le noeud sino-atrial (NSA), le nœud auriculo-ventriculaire (NAV) et les voies 
préférentielles ne sont pas encore bien définis à l'état fœtal (Figure 4). Leur structure 
demeure inchangée jusqu'à la première ou deuxième semaine suivant la. naissance. A la 
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naissance, le NSA occupe une grande superficie, il prend la presque totalité de l'oreillette 
droite. Puis, tout au long du développement, le NSA et le NAV rétrécissent (par apoptose) 
pour occuper une petite surface dans l'oreillette droite et deviennent mieux différenciés. 
Finalement, lorsque le cœur atteint sa maturité vers l'âge du jeune adulte, le NSA et le 
NAV occupent une toute petite superficie dans l'oreillette droite et sont bien différenciés 
(Figure 4). De cette manière, le NSA peut initier le rythme cardiaque de façon précise en 
envoyant les impulsions électriques le long des voies préférentielles. Ces voies se 
développent tout au long de la maturation, elles occupent une petite surface lorsque le cœur 
est encore à l'état fœtal et lorsque le cœur atteint l'état adulte, les voies préférentielles sont 
bien ordonnées et occupent une grande superficie dans l'oreillette droite et le septum 
interventriculaire. Dans le septum interventriculaire, ces voies préférentielles s'appellent les 
branches de His puis lorsqu'elles atteignent les ventricules, elles sont appelées les fibres de 
Purkinje. Ces voies préférentielles servent surtout à synchroniser la contraction du 
ventricule droit et gauche, à mener les influx électriques dans la bonne direction et éviter 
que ces influx se dispersent de façon désordonnée dans le cœur. Enfin, grâce à la 
différenciation par le phénomène de résorption dégénérative, le NSA génère le rythme 
cardiaque, le NAV filtre les impulsions électriques et les voies préférentielles permettent de 
coordonner les contractions ventriculaires. (James TN. 1998) 
Foetus Nouveau-né Enfant Adulte 
Figure 4. Phénomène de résorption dégénérative observée dans le cœur. 
A l'état fœtal, le NAV occupe une grande surface et est mal différencié. Ensuite, chez le nouveau-né, le NAV 
rétrécil et commence à mieux se différencier et les voies préférentielles sont de plus en plus grandes. Puis, 
chez le jeune adulte, le NAV est bien différencié et il occupe une petite superficie. Les voies préférentielles 
sont bien définies. T : valve tricuspide; M : valve mitrale; IVS : septuin interventriculaire: jaune : voies 
préférentielles. (Modifiée de James TN, 1994), 
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Le phénomène d'apoptose, bien que nécessaire, ne confère pas toujours des effets positifs. 
Le moment où l'apoptose est initiée et la durée de l'apoptose déterminent si les effets sont 
bénéfiques ou nuisibles. Dans les cas d'apoptose excessive, plusieurs mécanismes 
pathogéniques sont responsables de multiples désordres dans le système de conduction 
cardiaque. Par exemple, une perte de cardiomyocytes. lors d'une insuffisance cardiaque, 
peut mener vers un dysfonctionnement mécanique et un remodelage des ventricules. 
(Nerheim et al., 2001). 
Il est primordial d'avoir une balance entre les effets promoteurs et inhibiteurs de l'apoptose 
au niveau cardiaque. Cette balance change avec le temps, car à certains moments de la 
maturation, il est nécessaire d'avoir plus d'apoptose, par exemple pour la maturation des 
doigts au début de la croissance fœtale. Le phénomène de résorption dégénérative sert à 
structurer le système de conduction cardiaque pour propager les impulsions électriques de 
façon coordonnée dans le cœur. De ce fait, il a été démontré par l'équipe de Matturi qu'une 
résorption dégénérative déficiente entraînait des cas d'arythmies dues à des anomalies dans 
le système de conduction cardiaque et elles pouvaient mener vers le syndrome de mort 
subite du nouveau-né (Matturri et al., 2000). De plus, ces auteurs ont proposé que des 
changements au niveau de la résorption dégénérative associés à des conditions particulières 
et des stimuli neurovégétatives peuvent provoquer des arythmies potentiellement 
dangereuses (Matturri et al., 2000). Grâce à ces observations, une des hypothèses consiste à 
déterminer si un retard dans la résorption dégénérative pouvait causer un problème de 
propagation électrique dans le système de conduction cardiaque. 
2.2.2.2. Remodelage électrophysiologique 
Dans le cœur, plusieurs canaux sodiques sont impliqués dans les contractions cardiaques 
que ce soit pour initier le rythme cardiaque ou pour propager l'impulsion électrique. 
Plusieurs protéines codant pour ces canaux sodiques sont impliquées dans la dépolarisation 
et la repolarisation. Durant le développement, l'expression de ces protéines varie suivant les 
régions du cœur, par exemple dans le NSA, il existe des connexines 45 servant à la 
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propagation de l'impulsion électrique et des neurofilaments pour recevoir les stimuli du 
système nerveux autonome, tandis que dans les ventricules, ce sont les connexines 43 et 
Nayl.5 qui participent à la propagation de l'influx électrique (Baruscotti et Robinson, 2007; 
Park et Fishman, 2011). 11 a été démontré que les cardiomyocytes de lapins nouveau-nés 
expriment un courant sodique sensible à la tétrodotoxine (TTX) (Protas et ai, 2010). Ce 
courant sensible à la TTX est défini par Nayl.l (protéine codée par SCN1A). Plusieurs 
études ont démontré que chez le lapin nouveau-né, au niveau du NSA, les cellules 
expriment une grande proportion de Nayl.l et donc sont très sensibles à la TTX. Protas et 
son équipe ont montré que dans le NSA du lapin, la diminution de l'expression de Nayl .1 
est dépendante de l'âge (Protas et al, 2010). Par la suite, lors du développement, le courant 
sodique en périphérie du NSA est remplacé par un canal sodique résistant à la TTX. Ce 
canal sodique résistant à la TTX est Nav1.5 (Baruscotti et al., 1997). Par ailleurs, Allah et 
son équipe ont démontré qu'il y a une baisse significative de l'expression des ARNm de 
HCN4a (gène qui code pour la protéine TBX3 impliquée dans l'initiation de l'impulsion 
électrique du NSA) et SCN5A (gène qui code pour la protéine Nayl.5) dans le NSA durant 
le développement. De plus, SCN1A est significativement moins exprimé dans le ventricule 
gauche comparativement à l'oreillette droite et le NSA, tandis que l'expression de SCN5A 
est plus abondante dans le ventricule gauche et l'oreillette droite que dans le NSA. Ces 
observations ont été faites chez les souris et les rats nouveau-nés et adultes (Allah et ai, 
2011). 
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Figure 5. Implication de Navl.l au niveau du NSA chez le nouveau-né et l'adulte. 
Tracé du courant de pic (I/V) chez le nouveau-né (A) et chez l'adulte (B) en contrôle et suite à une perfusion 
avec une solution extracellulaire contenant de la TTX. Effet de la TTX sur le potentiel d'action chez les 
nouveau-nés (C) et chez l'adulte (D) en contrôle et suite à une perfusion avec de la TTX. (modifiée de 
Baruscotti M et al, 2000). 
De plus, Lei et son équipe ont observé une absence d'expression de Nayl.5 dans le centre 
du NSA, mais une présence en périphérie du NSA, tandis que Navl.l est exprimé dans 
l'ensemble du NSA. Nayl.l est surtout exprimé dans les petites cellules du NSA (centre) et 
Navl.5 est exprimée dans les grosses cellules du NSA (périphérie). 11 est nécessaire d'avoir 
deux isotypes de canal sodiques pour le bon fonctionnement du NSA. Les isotypes 
neuronaux (Navl.l et Navl.4) sont impliqués dans l'initiation du rythme cardiaque et les 
isotypes cardiaques (Navl.5) sont principalement impliqués dans la propagation du 
potentiel d'action du NSA vers le muscle atrial en périphérie. De plus, la courbe de 
disponibilité de Navl.5 est décalée vers la gauche (soit vers des potentiels plus 
hyperpolarisés) (Figure 6). De ce fait, Navl.5 est moins disponible au potentiel diastolique 
maximal comparativement à Navl.l et Nav1.4 et ainsi, il ralentit la propagation électrique 
sortant du NSA chez le nouveau-né avant d'atteindre le NAV. D'autre part, cette 
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diminution dans la disponibilité du canal sodiquc peut également réduire la contribution du 
courant sodique dans la phase de dépolarisation diastolique lors du potentiel d'action. Par 
ailleurs, si cette gaine d'isolation offerte par Navl .5 n'existait pas, la propagation électrique 
sortant du centre du NSA serait complètement désordonnée et causerait une irrégularité 
dans la séquence des contractions cardiaques. Navl.l et Navl.4 sont principalement 
exprimés dans le système nerveux central et Navl.5 est impliqué dans le couplage 
excitation-contraction. D'autres expériences sur la souris ont démontré que Navl.5 est plus 
exprimé dans le centre du NSA chez l'adulte et Navl .1 est plus exprimé dans le centre du 
NSA chez le nouveau-né , soit la même constatation observée chez le lapin (Lei et al., 
2004). 
120 "?0 •!{! 
Poienti«H de dUvtofeqt»*» miwmjfelmVI 
N,»,, ! 
» h 1 ï <•« N4, 1 4 ' 
Figure 6 .  Courbe de disponibilité de Navl>li NavI-4 et Nav1.5. 
La courbe d'inactivation de Navl-5 est décalée vers des potentiels plus hyperpolaiisés comparativement à 
Navl.l et Navl.4. donc on peut voir qu'au potentiel diastolique maximal, la disponibilité deNav1.5 est à 5 %, 
tandis que Navl.l et Navl.4 sont à 40 %. Cette gaine d'isolation permet au canal sodique de type cardiaque 
(Navl.5) de ralentir les impulsions électriques avant de les transmettre vers le NAV. 
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Figure 7. Expression des Navl.l et Nav1.5 dans la région du NSA chez la souris adulte âgée de 10 
semaines. 
(A) Schématisation des différentes régions autour du NSA. (B) marquage avec l'anticorps anti-Nayl.5 et 
l"Alexa-488. II y a un marquage plus prononcé pour Navl -5 en périphérie du NSA, dans la crista terminalis et 
dans le septum interventriculaire. (C) Marquage avec l'anticorps anti-Navl. 1 et l'Alexa-488. Le marquage est 
plus prononcé au centre du NSA (modifiée de Lei et al. 2004). 
Une question peut alors être posée, est-ce que la nicotine peut interférer dans la maturation 
électrique du cœur en modifiant l'expression des canaux sodiques durant le processus de 
résorption dégénérative ou la contribution du courant sodique dans le potentiel d'action. 
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Figure 8. Résumé du remodelage morphologique et électrophysiologique. 
Durant la croissance, le NSA rétrécit et se différencie pour occuper une petite superficie dans l'oreillette 
droite, tandis que les voies préférentielles prennent de l'expansion pour mieux envoyer l'influx électrique 
dans le cœur et synchroniser les contractions auriculaires et ventriculaires. Jaune : voies préférentielles; bleu : 
le NSA; rouge : gaine d'isolation créée par Nav 1.5. 
2.2.3. Potentiel d'action dans le NSA et le ventricule 
Dans les ventricules, le courant sodique des cardiomyocytes s'active et provoque une 
dépolarisation rapide (phase 0) suivie d'une brève période de repolarisation (phase 1). Le 
courant impliqué dans la phase 1 est le courant potassique sortant transitoire (It0>- La 
dépolarisation est ensuite maintenue (phase 2) par une balance entre le courant entrant 
calcique de type-L (Icvl). le courant sortant potassique (Iig et Iks) et un courant sodique 
lent. Cette phase s'appelle la phase de plateau. Finalement, la repolarisation (phase 3 et 4) 
arrive en réponse à l'inactivation des courants calciques de type-L et à l'activation des 
multiples courants potassiques sortants (Ikj, Iks et Iki) (Cutler et al., 2011) (Figure 9). 
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Figure 9. Potentiel d'action dans les ventricules. 
lNa: courant sodique entrant (phase 0); ll(, : courant potassique sortant transitoire (phase 1): loi.: courant 
calcique de type L (phase 2): J|<r : courant potassique sortant rapide à rectification retardée (phase 3); 1ks : 
courant potassique sortant lent à rectification retardée (phase 3): IK| : courant potassique à rectification 
entrante (phase 4). (modifiée de Culter et al. 2011 î. 
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Les potentiels d'action au niveau du nœud sinusal sont différents. En effet, le potentiel 
d'action dans le NSA est principalement contrôlé par le courant calcique. Le courant 
calcique s'active plus lentement que le courant sodique, ce qui explique une vitesse de 
montée du potentiel d'action plus lente dans le NSA que dans le ventricule. Le NSA 
présente, de plus, une phase de repolarisation différente. Le courant Ito est faiblement 
exprimé dans le NSA et la repolarisation est principalement contrôlée par le courant 
potassique à rectification entrante (lui) et la composante ultra rapide du courant potassique 
sortant à rectification retardée (Inur)- Finalement, le potentiel d'action du NSA ne possède 
pas de phase plateau (Figure 10). 
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Figure 10. Potentiel d'action dans le nœud sino-atrial. 
CL : durée d'un cycle; APD : Durée d'un potentiel d'action; LDD : fin dépolarisation diastolique; EDD : 
début dépolarisation diastolique; Elh : seuil de déclenchement du potentiel d'action, (modifiée de Mangoni et 
ai. 2008). 
2.2.4. Électrocardiogramme (ECG) 
L'électrocardiogramme (ECG) enregistre l'activité électrique de la contraction du muscle 
cardiaque, procurant une trace de cette activité, ainsi que des informations sur la fonction et 
la structure du cœur. L'intérieur des cellules musculaires cardiaques (cardiomyocytes) est 
négatif (polarisé) au repos et lorsque le cardiomyocyte se dépolarise, cette onde de 
dépolarisation traverse le cœur et engendre une contraction du myocarde. Un ECG 
correspond donc à l'enregistrement des dépolarisations et repolarisations du cœur. Le 
«pacemaker» du cœur (le nœud sinusal), lorsqu'il se dépolarise, initie une onde de 
contraction qui s'étend vers l'extérieur du cœur, vers les oreillettes gauches (Dubin. 2007). 
L'onde de dépolarisation du NSA est dissimulée dans les contractions simultanées des deux 
oreillettes qui correspondent à l'onde P. Ensuite l'impulsion électrique atteint le NAV qui 
ralentit le l'onde de dépolarisation, permettant au sang de passer des oreillettes aux 
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ventricules. Ce délai correspond à la ligne droite après l'onde P. Puis, l'impulsion 
électrique arrive dans les ventricules, causant la contraction synchronisée des ventricules. 
La dépolarisation ventriculaire correspond au complexe QRS. Finalement, Ponde T 
correspond à la repolarisation ventriculaire (Figure 11) (Liebman. 2010). 
R 
S 
Figure 11. Les ondes d'un électrocardiogramme. 
P : contraction simultanée des oreillettes; QRS : contractions synchronisées des ventricules; T : repolarisation 
ventriculaire. (Dubin, 2007) 
3. Effets de la nicotine 
La nicotine est la composante des cigarettes qui cause la dépendance et est une des causes 
responsables des effets délétères comme les cancers et les maladies cardiaques. Il existe 
plusieurs conséquences néfastes au niveau cardiovasculaire, pulmonaire, gastro-intestinal et 
nerveux reliées à l'utilisation de la nicotine (Hakki et al., 2001). La nicotine cause la 
dépendance, car elle stimule les récepteurs nicotiniques du système nerveux sympathique et 
cette stimulation cause une libération d'épinéphrine, un neurotransmetteur impliqué dans 
les sensations de bien-être et de récompense. Bien que le tabagisme maternel crée des 
complications dans le développement du fœtus, de l'enfant et de l'adolescent, les 
mécanismes qui causent ces effets sont encore inconnus. Plusieurs études ont conclu que la 
nicotine joue un rôle très important pouvant causer la majorité des complications trouvées 
durant la reproduction lors du tabagisme maternel. Par exemple, il a été démontré que la 
nicotine, lorsqu'injectée à des rattes gestantes via des pompes osmotiques causait des 
naissances prématurées, une baisse du poids des nouveau-nés et une altération dans le 
développement fœtal et néonatal du système nerveux central (Kleshcheva, 1990; 
Lichtensteiger et al., 1988; Miao et al, 1998; Navarro et al., 1990; Nordberg et al, 1991; 
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Slotkin et al., 1987). Toutes ces complications pourraient mener vers le syndrome de mort 
subite du nouveau-né. Filiano et Kinney ont démontré que la mort subite du nouveau-né est 
le résultat de l'intersection entre les trois facteurs de risque suivants : la vulnérabilité du 
nourrisson, la période critique dans le développement postnatal durant le contrôle 
homéostatique et un stress exogène (Filiano et Kinney, 1994). La nicotine peut créer ce 
chevauchement entre les trois facteurs de risque. Chez certains modèles animaux, 
l'exposition à la nicotine durant le développement cause des changements 
comportementaux (Popke et ai, 1997; Slotkin, 1998). De plus, il a été décrit qu'une 
exposition in utero à la fumée de cigarette était associée à un développement 
neuropsychologique retardé ou déficient. Dempsey et Benowitz ont démontré que la 
nicotine et son métabolite primaire, la cotinine, peuvent passer la barrière placentaire et se 
retrouver dans le tissu fœtal à des concentrations égales ou même plus élevées que celles 
retrouvées chez la mère (Dempsey et Benowitz, 2001). 
Plusieurs études ont démontré qu'un des mécanismes d'action de la nicotine est la 
régulation de l'apoptose (Hakki et al., 2001). A faibles doses (2 mM), la nicotine induit 
l'apoptose de manière dose-dépendante et lorsque cette dose atteint un seuil (10 mM), la 
nicotine inhibe l'apoptose également de façon dose-dépendante (Banerjee et al, 2007). La 
nicotine inhiberait l'apoptose en diminuant la production d'oxyde nitrique (NO). Ainsi, une 
équipe de chercheurs a exposé des cellules épithéliales à une solution contenant de la 
nicotine. Tout d'abord, avec une basse concentration de nicotine, ils ont remarqué une 
augmentation de l'apoptose due à la présence d'oxyde nitrique, un médiateur de l'apoptose. 
Par ailleurs, ils ont remarqué que les cellules exposées à la nicotine étaient sous l'effet d'un 
stress oxydatif et ce stress pourrait être un médiateur important de l'apoptose. Par la suite, 
lorsque la concentration de nicotine s'est élevée au-dessus du seuil, par exemple lors d'une 
exposition chronique à la nicotine, ils ont constaté que les signaux anti-apoptotiques 
dominaient les signaux pro-apoptotiques (Banerjee et al., 2007) et cela expliquerait les 
effets anti-apoptotiques observés dans plusieurs études (Hakki et ai, 2001; Suzuki et al., 
2003; Wielgus et ai, 2004). 
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Il a également été démontré que la nicotine perturbe les gènes responsables de l'apoptose 
en induisant un stress oxydatif sur les cardiomyocytes, causant des effets pro- et anti-
apoptotiques. En effet, la nicotine diminuait l'expression de Bcl-2 (B-cell lymphoma 2), 
Pax3 (paired box family), Bmp4 (protéines morphogénétiques de l'os) et Slug, tandis 
qu'elle augmentait l'expression de P53 (protéine suppresseuse de tumeur) Bax (Bcl-2-
associated X protein) et Msxl (Msh homebox 1) (Zhou et al., 2010). 
Les études sur les effets pro ou anti-apoptotiques de la nicotine sont nombreuses et les 
conclusions divergent l'une de l'autre. En effet, dans une étude faite sur des 
cardiomyocytes, Suzuki et son équipe ont démontré que la nicotine commence à inhiber 
l'apoptose après une heure post-exposition et que l'inhibition est complète après quatre 
heures (Suzuki et al., 2003). Par contre, la dose utilisée par l'équipe de Suzuki était 
similaire à celle retrouvée chez des fumeurs fréquents et non à faible dose, ce qui pourrait 
expliquer les effets anti-apoptotiques retrouvés dès le départ. En résumé, la nicotine 
possède des effets pro-apoptotiques à faibles doses et suite à une exposition aiguë (Zeidler 
et al., 2007; Zhou et al., 2010). Par contre, elle possède des effets anti-apoptotiques à 
hautes doses et lors d'une exposition chronique. 
4. Stimulation adrénergique du cœur 
Pour pouvoir augmenter la fréquence cardiaque durant une hypoxie, le cœur reçoit une 
stimulation adrénergique du centre respiratoire, donc du système nerveux autonome (Figure 
1 ). En incubant les cardiomyocytes de lapin avec un agoniste des récepteurs p-
adrénergiques, Matsuda et son équipe ont remarqué une augmentation du courant sodique 
dans des expériences de patch clamp suite à une incubation avec de l'isoprotérénol. Ils en 
ont déduit que l'isoprotérénol augmentait le courant sodique par deux voies régulatrices de 
la protéine G (directe et indirecte). La voie indirecte implique l'activation de la sous-unité 
stimulatrice de la protéine G, qui à son tour va stimuler l'activité de Padénylate cyclase, 
tandis que la voie directe implique les effets directs de la sous-unité stimulatrice de la 
protéine G. Dans le cœur, la majorité des canaux ioniques sont influencés par 
l'isoprotérénol (Matsuda et al., 1992). 
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Lorsque des cardiomyocytes de lapins ont été exposées à l'isoprotérénol, le courant sodique 
a été significativement augmenté. L'isoprotérénol augmente le courant sodique dans les 
cardiomyocytes des ventricules et des oreillettes du lapin et raccourcit également la durée 
du segment QRS dans l'ECG (Matsuda et al., 1992). Kirstein et son équipe ont remarqué 
que l'isoprotérénol augmente le courant sodique en augmentant la quantité disponible de 
canaux sodiques et que le courant sodique augmentait d'une valeur maximale de 30% suite 
à l'application de 100 nmol/1 d'isoprotérénol (Kirstein et al., 1996). Ono et son équipe ont 
découvert un décalage vers des potentiels plus hyperpolarisés dans la cinétique du courant 
sodique suite à l'incubation avec de l'isoprotérénol. Finalement, une stimulation p-
adrénergique augmente définitivement le courant sodique entrant dans le myocarde normal, 
causant ainsi une augmentation de la fréquence cardiaque (Wang et al, 2009). Il est donc 
très probable que les voies sympathiques jouent un rôle significativement important dans le 
contrôle de la fréquence cardiaque (Ono et al., 1993). En résumé, l'isoprotérénol en 
augmentant la densité du courant sodique, il augmente l'amplitude du potentiel d'action, la 
vitesse de conduction et le couplage cellule à cellule (Wang et al., 2009). 
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Figure 12. Effet de l'isoprotérénol sur le courant sodique chez le rat. 
Potentiel de conditionnement -110 mV (A) et -70 mV (B). L'effet de Pisoprotérénol est plus fort à des 
potentiels plus hyperpolarisés. Les résultats sont obtenus par la technique de patch clamp. (modifiée de 
Kirstein et al., 1996). 
Comme mentionné auparavant, chez les nourrissons décédés du syndrome de mort subite 
du nouveau-né, le réflexe d'auto-réanimation est inefficace, donc l'augmentation de la 
fréquence cardiaque n'est pas observée. Une étude a expliqué les effets de la nicotine sur 
les récepteurs p-adrénergiques. Une exposition prénatale à la nicotine interfère avec les 
marqueurs biochimiques intervenant dans le développement de l'activité noradrénergique 
du système nerveux central et périphérique. Navarro et son équipe ont examiné le 
développement et les fonctions cardiaques des récepteurs P-adrénergiques chez les rats 
nouveau-nés. Ils ont remarqué que l'exposition prénatale à la nicotine produit des 
altérations à long terme dans la réponse adrénergique des tissus qui répondent à une 
stimulation sympathique. Outre les effets au niveau de la croissance intra-utérine, de 
l'altération du comportement, la nicotine cause des retards de croissance postnatale, des 
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déficiences dans la réplication et la différenciation des cellules neuronales et une 
hypoactivité des neurones noradrénergiques dans le système nerveux autonome 
(Wickstrom, 2007). Ces effets sont également ressentis dans le développement neuronal du 
système nerveux sympathique. Une exposition prénatale à la nicotine produit un léger 
ralentissement dans le développement en causant un déficit dans la liaison des récepteurs. 
Dans un système nerveux mature, une baisse de l'activité synaptique mène vers un 
mécanisme compensatoire, par contre chez les rats qui ont été exposés à la nicotine in 
utero, les auteurs ont observé à l'âge adulte une baisse de liaison avec l'isoprotérénol. Cela 
peut être expliqué par le fait qu'une exposition à la nicotine réduit l'activité 
noradrénergique neuronale et la capacité de liaison des récepteurs (3-adrénergiques. En 
résumé, une exposition prénatale à la nicotine retarde le développement et la capacité de 
liaison des récepteurs pi et p2-adrénergiques. Ce déficit de liaison est associé à une baisse 
de la sensibilité des réponses chronotropes suite à l'administration d'un agoniste pi et p2-
adrénergique. Ces effets sur les récepteurs causent une déficience dans la réponse 
adrénergique suite à une stimulation électrique ou sympathique des neurones du cœur et 
persistent jusqu'à l'âge adulte (Navarro et al., 1990). Ainsi, l'hypothèse que la nicotine 
altère l'effet de l'isoprotérénol sur le courant sodique causant une réponse inefficace suite à 
une stimulation adrénergique est plausible. 
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Hypothèses 
En résumé, la nicotine possédant des effets anti-apoptotiques altère la maturation électrique 
et morphologique du système de conduction cardiaque en ralentissant le développement du 
nœud sinusal et auriculo-ventriculaire, ce qui pourrait causer les arythmies. Ainsi, j'émets 
l'hypothèse qu'au niveau du NSA, la nicotine ralentirait le processus de résorption 
dégénérative dans les cœurs de nouveau-nés. Il est donc possible que la nicotine laisse en 
place des structures immatures et mal différenciées qui peuvent venir interférer dans la 
conduction des influx électriques cardiaques. De plus, la nicotine augmenterait l'expression 
de SCN5A en modifiant sa distribution dans les différentes cavités du cœur. Cette 
augmentation du canal sodique de type cardiaque pourrait interférer dans l'amplitude du 
courant sodique impliqué dans le déclenchement du potentiel d'action au niveau du NSA, 
car SCN5A est moins disponible au potentiel diastolique maximal comparativement au 
canal sodique de type neuronal (SCN1A). Finalement, les cardiomyocytes exposés à la 
nicotine ne devraient pas répondre à une stimulation adrénergique, car la nicotine diminue 
la sensibilité de liaison des récepteurs P-adrénergiques. Cette diminution de sensibilité 
pourrait expliquer la réponse inefficace du réflexe d'auto-réanimation. Toutes ces 
déficiences pourraient expliquer les bradycardies observées dans le SMSN et les décès qui 
en découlent. 
Matériels et méthodes 
1. Modèle expérimental 
1.1. Exposition prénatale des lapereaux à la nicotine 
Des lapines adultes de race New Zealand (âgées de plus de six mois) ont été accouplées 
avec des lapins mâles adultes de race New Zealand (âgés de plus de huit mois) (Charles 
River, QC, Canada) au jour 0 durant la période prénatale. Durant la deuxième semaine de 
gestation (14e jours prénatal), deux pompes osmotiques (2ML4, Alzet® Osmotic Pumps, 
CA, E-U) ont été placées sous-cutanée entre les omoplates par chirurgie afin que les fœtus 
de lapins soient exposés à la nicotine in utero (Figure 13Figure 12). Chaque pompe 
contenait 2 ml de solution de nicotine concentrée à 0,250 g/ml (Nicotine-Hydrogen 
Tartrate Sait, Sigma-Aldrich, ON, Canada) et peut libérer 2,5 ni de solution par heure 
pendant 28 jours. La concentration sanguine de nicotine désirée tout au long de la gestation 
se situait entre 100 et 150 ng/ml. Pour la chirurgie, l'anesthésie a été induite avec 5 % 
d'isoflurane (Abbott, QC, Canada) avec un débit d'air de 3 ml/h, puis maintenue à l'aide 
d'un mélange contenant 3 % d'isoflurane. Suite à une vérification des réflexes oculaires, la 
région où les pompes vont être insérées a été désinfectée avec de l'éthanol 100 % et une 
solution de providone iodée 10 % (Rougier, QC, Canada). Après l'implantation des 
pompes, l'ouverture a été refermée avec des points de suture indépendants. Tous les lapins 
ont été manipulés et traités selon les normes du CCPA (Conseil canadien de protection des 
animaux) et de l'Université de Sherbrooke. 
1.2. Dosage cotinique 
Pour vérifier que les concentrations cotiniques sanguines chez les lapines étaient 
équivalentes à celles observées chez l'être humain, des échantillons sanguins ont été 
prélevés tous les deux jours. Brièvement, 0,5 ml de sang a été prélevé de l'artère marginale 
des oreilles et mis dans un tube Eppendorff contenant 0,5 ml d'héparine. Avant de procéder 
au dosage, les échantillons sanguins ont été centrifugés 10 minutes à 9,6 g. Enfin, le sérum 
a été récupéré, puis dosé à l'aide du kit ELISA-Cotinine (Bio-Quant Inc., ON, Canada) 
selon les directives décrites dans le protocole fourni par la compagnie. 
1.3. Prélèvement des cœurs des lapins 
A l'aide d'une seringue, 0,5 ml d'héparine 5 000 U/ml (Sandoz, Canada) a été injectée cinq 
minutes avant l'anesthésie. Cette injection est importante pour éviter que le sang se coagule 
dans le cœur lorsque ce dernier est retiré de la cage thoracique des lapins. Par la suite, la 
dose de pentobarbital sodique (Bimeda-MTC, ON, Canada) nécessaire a été calculée selon 
les normes du CCPA, soit une injection de 45 mg/kg avec un mélange 1:1 
d'héparine/pentobarbital (v/v). Le prélèvement des cœurs aux jours 0, 7 et 14 dans la 
période postnatale se faisait suite à une injection d'anesthésiant par voie intra-péritonéale 
et pour les lapereaux plus âgés, l'anesthésiant est injecté par la voie intraveineuse dans 
l'oreille. Lorsque les réflexes oculaires étaient inexistants, le cœur a été prélevé après avoir 
ouvert la cage thoracique. Les cœurs ont été immédiatement rincés dans une solution de 
Krebs (KB) à 4 °C (100 mM de potassium glutamate, 10 mM de potassium aspartate, 25 
mM de chlorure de potassium, 10 mM de potassium de phosphate, 2 mM de MgS04, 20 
mM de taurine, 5 mM de créatine, 0,5 mM d'EGTA, 20 mM de glucose, 5 mM d'HEPES et 
0,2 % de BSA). 
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Figure 13. Ordre chronologique de la préparation et de l'utilisation du modèle expérimental 
1.4. Congélation des cœurs 
Après le rinçage avec la solution de KB, les cœurs ont été incubés pendant 16 heures dans 
une solution de tyrode sans calcium avec 25 % de sucrose à 4°C (126 mM NaCl, 5,4 mM 
KC1, 5 mM MgCh, 22 mM glucose et 20 mM HEPES), puis incubés quatre heures dans 
l'OCT (Optimum Cutting Tissue) à 4°C avant d'être congelés dans de l'OCT (Tissue-Tek, 
CA, E-U) avec de l'azote liquide puis conservés à -80°C pour pouvoir faire les expériences 
d'immunohistochimie, d'immunofluorescence et de TUNEL. Pour permettre une meilleure 
orientation du cœur, un fil de suture a été placé autour de l'oreillette gauche lors de la 
congélation. Les coupes de tissu ont été faites au cryostat à -25°C à une épaisseur de 12 
Hm. En ce qui concerne les expériences sur l'expression du gène des canaux sodiques 
(SCN1A, SCN4A et SCN5A), les cœurs ont été congelés dans l'azote liquide dès le 
prélèvement. 
2. Étude du développement du système cardiaque 
2.1. Immunohistochimie 
Dans le but d'étudier le développement du système de conduction cardiaque, il était 
primordial de pouvoir déceler le nœud sinusal. Pour ce faire, les coupes de tissu ont été 
marquées avec un anticorps anti-neurofilaments, NeuN, puisque le nœud sinusal est une 
région riche en neurones. Brièvement, les tissus ont été réhydratés deux fois trois minutes 
dans de l'éthanol 100 % puis dans de l'éthanol 70 %. Par la suite, les tissus ont été fixés 10 
minutes dans une solution de méthanol contenant 0,5 % de H2O2 (Peroxyde d'hydrogène). 
Puis, les tissus ont été lavés trois fois cinq minutes et incubés 10 minutes dans une solution 
de blocage contenant du PBS 1X-BSA 1% afin de couvrir les sites non spécifiques. Les 
lames ont ensuite été incubées dans une chambre humide durant deux heures à 37°C avec 
100 ni d'anticorps primaire, NeuN (Tableau 1), dilué 1 :100 dans la solution de blocage. 
Suite à cela, les tissus ont été lavés trois fois cinq minutes et incubés durant 45 minutes à 
37°C dans une chambre humide avec 100 (il d'anticorps secondaire couplé à un HRP 
(horseradish peroxidase), dilué 1 :200 (v/v) dans la solution de blocage. Finalement, la 
détection des neurofilaments a été réalisée à l'aide du substrat diaminobenzidine (DAB) 
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(Roche, QC, Canada) qui est hydrolysé par le HRP et crée une coloration brunâtre en se 
déposant sur le tissu. 
Pour faciliter l'observation au microscope, les lames ont été colorées à l'hématoxyline-
éosine. Les lames ont été trempées durant une minute dans l'hématoxyline (Harleco Harris 
Alum Hematoxylin Hg Free, EMD Chemicals, Allemagne), lavées deux minutes à l'eau 
courante et plongées trois fois dans une solution de carbonate de lithium. Par la suite, elles 
ont été lavées cinq minutes à l'eau courante et déshydratées dans un gradient d'éthanol 50 
%, 70 % et 100 %. Finalement, les lames ont été plongées six fois dans le toluène (pour 
retirer toutes traces d'eau) et montées avec le milieu de montage Eukitt (Electron 
Microscopy Science, PA, E-U). 
2.2. Quantification de l'apoptose 
2.2.1. Marquage TUNEL 
L'étude de l'apoptose est importante, car le nœud sinusal se différencie et mature 
principalement grâce au processus de résorption dégénérative. Le tissu coupé a été fixé 
pendant 30 minutes à 4°C dans une solution de PBS IX contenant 4 % de formaldéhyde. 
Par la suite, le tissu a été lavé durant 30 minutes avec une solution de PBS IX pour enlever 
le formaldéhyde, puis a été perméabilisé 30 minutes à 4°C dans une solution de PBS IX 
contenant 0,5 % de CHAPS et 0,25 % de saponine. Les lames ont été lavées trois fois cinq 
minutes avant que la révélation de l'apoptose ne soit faite à l'aide d'un mélange réactionnel 
contenant le tampon TdT IX, 400 U de TdT, 5 mM de C0CI2 25 mM (Terminal 
Transferase, recombinant, Roche), 0,1 % de Triton X-100 (Bioshop, ON, Canada) et 25 nM 
de dUTP-rhodamine (Enzo, ON, Canada). Ensuite, 50 ju 1 du mélange ont été déposés sur le 
tissu et incubés durant une heure à 37°C dans une chambre humide. Le marquage nucléaire 
avec le DAPI (4',6-diamidino-phenylindole, Invitrogen, ON, Canada), dilué 1 :5000 dans 
du PBS IX, a été fait pendant une minute lors des lavages. Pour diminuer 
l'autofluorescence du tissu, 1 % de Tween 20 a été ajouté au PBS IX lors des lavages qui 
ont suivi l'incubation de dUTP-rhodamine. Les lames ont finalement été montées avec le 
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ProLong Antifade (Invitrogen) et observées sur un microscope confocal (Olympus, ON, 
Canada) avec les lasers pour le DAPI (excitation à 403 nm) et Cy3.5 (excitation à 581 nm). 
2.2.2. Analyse du TUNEL 
Lors de l'acquisition, une image avec la coloration DAPI et une autre fusionnée entre la 
coloration DAPI et dUTP-rhodamine étaient générées. À l'aide de ces images, le logiciel 
Metamorph (Olympus) détectait le nombre de noyaux pour la première grâce à la taille et 
l'intensité de pixels prédéfinies et il repassait par le même procédé pour l'image fusionnée. 
Cette procédure a permis de calculer le ratio de cellules apoptotiques par rapport au nombre 
de cellules totales dans le champ de vision. 
2.3. Immunofluorescence 
L'immunofluorescence a permis d'étudier la distribution des différents canaux sodiques 
(SCN1A, SCN2A, SCN4A et SCN5A) dans les différentes cavités du cœur. Les coupes de 
tissu cardiaque ont été incubées 30 minutes à 4°C dans une solution de fixation (70 % de 
formaldéhyde 4 %, 25 % d'acétone et 5 % d'éthanol 100 % dans du PBS IX). Suite à trois 
lavages de cinq minutes avec du PBS IX, les lames ont été incubées avec une solution de 
glycine (100 mM à pH 7,2) diluée dans du PBS IX durant 45 minutes à 4°C. Cette étape 
permet de diminuer l'autofluorescence. Puis, les lames ont été perméabilisées pendant 30 
minutes à 4°C avec une solution de PBS IX contenant 0,5 % de CHAPS et 0,25 % de 
saponine. Après avoir été lavées trois fois cinq minutes, les lames ont été soumises à un 
traitement de CUSO4 (5 mM dilué dans de l'acétate d'ammonium 50 mM à pH 5) pendant 
30 minutes à 4°C, lavées trois fois cinq minutes, avant d'être incubées avec une solution de 
blocage contenant 10 % de sérum d'âne (Wisent Inc., QC, Canada) diluées dans du PBS 
IX. Les lames ont ensuite été incubées pendant 16 heures avec 50 |xl d'anticorps primaires 
spécifiques (Tableau 1) dilués dans la solution de blocage. Par la suite, trois lavages de cinq 
minutes ont précédé une incubation d'anticorps secondaires (Tableau 1) dilués dans la 
solution de blocage, qui a duré quatre heures à température pièce. Cinquante microlitres 
d'anticorps secondaires ont été déposés sur chaque lame. Finalement,' les lames ont été 
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lavées trois fois cinq minutes avec du PBS IX et les noyaux ont été marqués avec le DAPI 
(1 :5000) avant d'être montées avec la solution de montage ProLong Antifade. Pour 
diminuer l'autofluorescence du tissu, 1 % de Tween 20 a été ajouté au PBS IX. Par 
ailleurs, tous les lavages ont été faits dans la solution de PBS IX. Les lames ont été 
observées sur un microscope confocal avec les lasers pour le DAPI (403 nm) et Alexa-488 
(excitation 488 nm). 
Tableau 1. Liste des anticorps utilisés 
Nom Espèce Dilution Compagnie Référence Pays 
Nayl.l Chèvre 1 :100 
Santa-Cruz 
Biotech 
sc-31449 É.-U. 
Navl.2 Chèvre 1 :200 
Santa-Cruz 
Biotech 
se-16033 É.-U. 
Navl .4 Chèvre 1 :100 
Santa-Cruz 
Biotech 
se-16039 É.-U. 
Navl .5 Chèvre 1 :50 
Santa-Cruz 
Biotech 
sc-23172 É.-U. 
Connexine 43 Souris 1 :100 Chemicon MAB3067 É.-U. 
TBX 3 Chèvre 1 :100 
Santa-Cruz 
Biotech 
sc-31657 É.-U. 
NeuN Souris 1 :100 Millipore MAB377 É.-U. 
Neurofilaments Souris 1 :100 Dako M0762 Danemark 
Donkey anti-
mouse lgG-HRP 
Âne 1 :200 
Santa-Cruz 
Biotech 
sc-2314 É.-U. 
Alexa-488 Fluor Âne 1 :200 Invitrogen Al 1055 Canada 
2.4. Microscopie confocale 
Le microscope confocal sert à observer les coupes de tissus obtenues suite aux expériences 
d'immunofluorescence (localiser les canaux sodiques) et d'immunohistochimie (évaluer le 
niveau d'apoptose) et à obtenir les images qui seront traitées par Metamorph. Le 
microscope confocal utilisé provient de la compagnie Olympus et le logiciel d'exploitation 
est Fluo-View 10. Brièvement, les acquisitions ont été faites à 20 ^ s/pixel pour obtenir une 
image à 800 pixels par 800 pixels avec des objectifs de 10, 20 et 40X. Pour s'assurer d'une 
bonne qualité de l'image, l'acquisition passe par un procédé de filtrage Kalman. Les 
longueurs d'onde des lasers utilisées pour l'excitation des fluorophores sont 405 nm à 1 % 
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d'intensité pour le marquage nucléaire au DAPI. 488 nm à 5 % pour le marquage avec 
l'Alexa-Fluor 488 et 581 nm à 10 % pour le marquage à la rhodamine. 
3. Expression des canaux sodiques 
3.1. Extraction de 1 'ARN 
Les morceaux de cœur séparés par cavités et congelés dans de l'azote liquide pesant 
environ un gramme ont été homogénéisés avec la solution de Trizol (Invitrogen) dans un 
mortier. Lors de la phase de séparation, les cellules ont été lysées cinq minutes à 
température pièce. Le mélange a ensuite été centrifugé à 12 000 g pendant 10 minutes à 
4°C puis le surnageant a été récupéré, vigoureusement mélangé pendant 15 secondes avec 
0,2 ml de chloroforme et incubé trois minutes à température pièce. Ensuite, le mélange a été 
centrifugé à 12 000 g pendant 15 minutes à 4°C et la phase aqueuse a été prélevée et 
transférée dans un autre tube sans ARNase. La phase organique a été conservée pour 
l'extraction d'ADN et de protéines. Pour précipiter l'ARN, 0,5 ml d'isopropanol a été 
ajouté au mélange et incubé pendant 10 minutes à température pièce. Le mélange a alors été 
centrifugé pendant 10 minutes à 12 000 g à 4°C, puis lavé avec 1 ml d'éthanol 75 % et 
centrifugé à 7500 g pendant cinq minutes à 4°C. Finalement, l'ARN a été resuspendu dans 
30 juil d'eau, incubé 10 minutes à 60°C et conservé à -80°C. L'eau utilisée a été traitée avec 
du Diéthylpyrocarbonate (DEPC, Bio-Shop) pour éliminer les DNases/RNases 
contaminantes. 
La concentration d'ARN a ensuite été mesurée au nano-drop (Thermo-Scientific, DE, É-U.) 
et l'intégrité de l'ARN a été vérifiée à l'aide d'un gel d'électrophorèse dénaturant. 
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3.2. Constructions plasmidiques de la gamme de référence pour la 
réaction en chaîne par polymérisation en temps réel (PCRq) 
Afin de déterminer le niveau d'expression des gènes des canaux sodiques d'intérêt 
(SCNIA, SCN4A et SCN5A), l'ARN a été transcrit en ADN complémentaire (ADNc) à 
l'aide de la Transcriptase Inverse SuperScript 111 selon le protocole fourni par la compagnie 
Invitrogen. Puis, l'amplification des gènes d'intérêt s'est effectuée par des réactions de 
polymérisation en chaîne (PCR) (Tableau 2). Les produits de PCR ont ensuite été polis 
pour obtenir des extrémités franches (enlever les nucléotides d'extension qui sont placés à 
l'extrémité 3' à la fin d'une PCR) avant d'être liés au vecteur pCMV-Script (Agilent, ON, 
Canada). Ces constructions plasmidiques, contenant les séquences amplifiées spécifiques, 
ont été créées afin d'obtenir des gammes de référence de PCR (échelle standard) pour la 
PCR en temps réel. 
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Tableau 2. Programmes des PCR 
Toutes les PCR résultent de 35 cycles d'amplification (étapes en gras). Les valeurs dans la 5e et 6e colonne 
correspondent aux nucléotides de début et de fin de l'amorce sens et anti-sens. Référence séquence 
Temp. Temps Amorces Début Fin Référence séquence 
95 °C 5" Sens: XM 002712251 
SCN1A 95°( 15" TAT CAT TAT TTC CTG GAG GGT G I T 967 991 
lapin 53°C 15" 
Anti-sens: 
TCA TCA GTC GAA ACA AGG ATA 
AAA 
172pb 72°C 
4°C 
20" 
60' 1115 1138 
13°C Pause 
Temp. Temps Amorces Début Fin Réf. séq. 
95°C 5" Sens: XM 002719480 
SCN4A 95°C 15" Acc TGI ACT TCG TCA TCT TCA TCA 3776 3799 
lapin 54°C 15" 
155pb 72°C 
4°C 
13°C 
20" 
60' 
Pause 
Anti-sens: 
CAT GGC GTT GTA GTA TTT CTT CTG 
3907 3930 
Temp. Temps Amorces Début Fin Réf. séq. 
95 °C 5' Sens: XM 002724008 
SCN5A 95°C 15" CAA GTA TOT CGA GTA TCiC CTT 471 494 
lapin 55°C 15" CAC 
236pb 72°C 
4°C 
13°C 
20" 
60' 
Pause 
Anti-sens: 
GGC CTG CAA TGA CTG ATA TAG 
TTT 
638 706 
Temp. Temps Amorces Début Fin Réf. séq. 
GAPDH 
381 pb 
95 °C 
95°C 
55°C 
3" 
45" 
30" 
Sens: 
GTC AAG GCT GAG AAC GGG AA 246 265 
NM001082253 
(gène de 
référence) 
72°C 
72°C 
4°C 
13°C 
50" 
10' 
60' 
Pause 
Anti-sens: 
CTT CTG GGT GGC AGT GAT GG 607 626 
3.2.1. Synthèse des ADN complémentaires (ADNc) 
Un mélange réactionnel contenant 5 (tg d'ARN, 3,85 |iM d'oligo polydT et 0,8 mM de 
déoxyrubinucléotide triphosphate (dNTP, GE Healthcare, QC, Canada) dans un volume 
final de 13 (il, complété avec de l'eau-DEPC, a été chauffé pendant cinq minutes à 65°C. 
Puis, le mélange a été incubé pendant une minute sur glace avant que le tampon de réaction 
(IX de Tampon First-Strand, 5 mM de DTT 1M, 40 U de Ribonucléase OUT (Invitrogen), 
200 U de SuperScript 111 (Invitrogen)) ne soit ajouté. La réaction a été incubée durant 60 
minutes à 50°C, l'enzyme est ensuite inactivée pendant 15 minutes à 70°C et finalement, 
l'ARN a été dégradé grâce à l'ajout de 2 unités de Ribonucléase H (Invitrogen) pendant 20 
minutes à 37°C. 
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3.2.2. Amplification de l'ADNc par réaction de polymérisation en 
chaîne (PCR) 
Suite à la synthèse d'ADN complémentaire, l'amplification spécifique a été réalisée à l'aide 
d'un thermocycleur pour pouvoir créer les clones des canaux sodiques d'intérêt (SCN1A, 
SCN4A et SCN5A). Ainsi, un mélange réactionnel (1 (al d'ADNc, IX de tampon de PCR, 
1,58 mM de MgCh, 0,84 mM de dNTP, 0,52 |iM de chaque oligonucléotides sens et 
antisens, 2U de Taq ADN Polymérase Recombinante (Invitrogen) complété à 25 ^1) a été 
utilisé pour chaque réaction de polymérisation en chaîne. Chaque paire d'amorces a été 
sélectionnée de façon à n'amplifier que le gène sélectionné, mais pas les autres de la même 
famille. Afin de créer les amorces spécifiques aux gènes étudiés, les séquences d'ADN de 
chaque gène ont été alignées avec celles de différentes espèces et les séquences 
homologues les mieux conservées parmi ces différentes espèces ont été sélectionnées. Les 
réactions d'amplifications et les séquences des amorces sont décrites dans le Tableau 2. 
L'électrophorèse des produits de PCR a alors été faite sur un gel d'agarose 1 % coloré avec 
du SybrSafe (selon les recommandations de la compagnie Invitrogen) à 100 volts. Les 
fragments d'ADN ont été visualisés grâce à un trans-illuminateur à rayons ultraviolets et 
photographiés à l'aide d'une caméra (Olympus). 
3.2.3. Ligation 
Dix microlitres du produit de PCR ont été mélangés à la solution de polissage (0,77 mM de 
dNTP, IX de tampon de polissage et 0,5 U d'ADN polymérase Pfu cloné (Agilent 
Technologies) et incubé pendant 30 minutes à 72°C. 
Ensuite, chaque fragment de PCR a été inséré dans le vecteur pCMV-Script à l'aide du 
mélange réactionnel suivant : 10 ng du vecteur pCMV-Script, IX de tampon de réaction de 
pCMV-Script, 0,5 mM de rATP, la quantité de produits de PCR tel que recommandé par la 
compagnie, 5 U de Srf 1 (Agilent Technologies) et incubé à température pièce pendant une 
heure avant d'être chauffé à 65°C pendant 10 minutes pour inactiver l'enzyme. 
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3.2.4. Transformation et amplification 
La transformation a été faite telle que recommandée par la compagnie Agilent. Brièvement, 
40 ni de bactéries XL-10 Gold (Stratagene) ont été réparties dans des tubes de 
polypropylène de 14 ml à 4°C avec 1,6 (il de P-Mercaptoéthanol. Ces tubes ont ensuite été 
incubés pendant 10 minutes sur glace tout en étant mélangés très légèrement aux deux 
minutes. Suite à cela, 2 (il de la réaction de ligation ont été ajoutés et incubés durant 30 
minutes sur glace. Par la suite, les tubes ont été chauffés pendant 30 secondes à 42°C et 
incubés deux minutes sur glace. Puis, 450 fil de milieu NZY+ (Fisher Scientific, ON, 
Canada) préchauffé à 42°C ont été ajoutés au mélange et le tout incubé pendant une heure à 
37°C avec agitation. Finalement, 150 jal du mélange ont été étalés sur un pétri d'agar avec 
kanamycine (50 jig/ml). 
Le lendemain, parmi les colonies isolées, les clones ont été re-striés sur un autre pétri 
d'agar contenant de la kanamycine (50 (ig/ml). Au troisième jour, les colonies isolées ont 
été amplifiées dans un tube de 50 ml contenant 5 ml de milieu LB avec 50 |ig/ml de 
kanamycine à 37°C pendant 16 heures. Finalement au quatrième jour, l'ADN plasmidique a 
été purifié. 
3.2.5. Mini-préparation (miniprep) d'ADN et digestion 
La mini-préparation d'ADN a été faite à la température de la pièce en suivant le protocole 
recommandé par la compagnie (Qiagen, ON, Canada). Brièvement, les bactéries ont été 
sédimentées à 6,2 g pendant trois minutes, puis resuspendues dans 250 ni de tampon de 
resuspension (PI). Par la suite, les bactéries ont été lysées avec 250 (il de tampon de lyse 
(P2), puis les protéines et autres débris précipités avec 350 (il de tampon de neutralisation 
(N3). Ensuite, les tubes ont été centrifugés à 16,2 g pendant 10 minutes et le surnageant 
(qui contient l'ADN) est mis sur une colonne de QIAprep. Les colonnes à base de silice ont 
été centrifugées à 16,2 g pendant 60 secondes après chaque ajout de solutions de lavage 
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suivantes : 500 |il de tampon PB et 750 ni de tampon PE. L'ADN plasmidique a été élué 
avec 40 ni de tampon d'élution (10 mM Tris-Cl pH 8,5) préchauffé à 70°C. Les colonnes 
ont été incubées une minute à la température de la pièce, puis centrifugées 60 secondes à 
16,2 g. 
Pour vérifier la présence de notre insert dans le vecteur, les échantillons ont été digérés 
avec les enzymes de restriction, EcoRl et Nhe 1 (New England Biolabs, ON, Canada). Le 
mélange réactionnel (1 jxg d'ADN de miniprep, 5 U de chacune des enzymes, IX de 
tampon 1 et IX de BSA (10 mg/ml) (New England Biolab) pour un volume total de 10 fil) 
a été incubé pendant une heure à 37°C, puis les enzymes ont été inactivées pendant 15 
minutes à 65°C. Afin de vérifier si notre vecteur contient bien l'insert, les échantillons 
digérés ont été migrés sur un gel d'agarose de 1 %. La taille des bandes attendues est 
spécifiée dans le tableau 2. 
3.3. Réaction en chaîne par polymérisation en temps réel (PCRq) 
Pour déterminer les concentrations d'ADN des canaux sodiques d'intérêt, une PCR 
quantitative a été effectuée à l'aide du kit de Platinum SYBR Green qPCR supermix-UDG 
(Invitrogen). Un mélange réactionnel de 25 (il (12,5 |il de Platinum SYBR Green qPCR 
supermix-UDG, 0,2 jxM d'oligonucléotides sens et antisens, 1 fil d'ADNc et 10,5 (il d'eau 
stérile) a été utilisé pour amplifier les fragments d'ADNc à l'aide de l'appareil Rotor-Gene 
6000 de Qiagen. L'analyse des courbes de fusion a été faite pour déterminer la présence 
possible de dimères d'amorces. Les étapes d'amplification sont décrites dans le Tableau 2. 
La longueur du fragment de la réaction de PCR a été vérifiée à l'aide d'un gel d'agarose 
1%. Les courbes d'étalonnage ont été générées en faisant des dilutions en série de 
plasmides contenant les fragments d'ADNc des isoformes des canaux sodiques d'intérêt 
(amplifiés et clonés tel que décrit précédemment). L'ADN plasmidique a été dilué à partir 
d'une concentration de 100 ng/|il de la façon suivante : 10 pg/fil, 1 pg/f-il, 100, 10 et 1 fg/fil. 
Pour chaque échantillon d'ADNc, l'expérience a été répétée en triplicata. 
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Brièvement, le SYBR Green va se lier aux doubles brins d'ADN seulement et de cette 
manière, il crée la fluorescence détectée par le Rotor Gene. Dans une PCRq, une réaction 
positive est détectée par l'accumulation du signal de fluorescence. Le Ct (cycle treshold) est 
défini par le nombre de cycle nécessaire pour que le signal de fluorescence dépasse ce seuil 
(juste au-dessus du niveau du background). Ce seuil est placé au début de la phase 
exponentielle, car il est déterminé par la première augmentation significative de produit de 
PCR (fluorescence). Ensuite, le logiciel convertit l'intensité de fluorescence des 
échantillons inconnus en quantité exacte d'ADN en les comparant avec la gamme de 
référence et le Ct. (Figure 14). 
Exponentielle 
Ralentissement 
Background Plateau 
Figure 14. Les différentes étapes d'une PCRq. 
La ligne rouge correspond au seuil de Ct pour déterminer les concentrations. I'out ce qui est inférieure à cette 
ligne n'est pas considéré comme étant significatif. Il faut donc prendre les concentrations de nos échantiHons 
dans la phase exponentielle, car dans les phases de ralentissement et plateau, les concentrations sont sous 
évaluées dues à la saturation de la fluorescence. 
36 
4. Effet de la nicotine sur la régulation du courant sodique par 
l'isoprotérénol 
4 .1 .  Iso lat ion des  cardiomyocytes  
Suite au prélèvement du cœur, par la méthode mentionnée auparavant, j'ai isolé les 
cardiomyocytes de lapin grâce au système de Langendorff. Tout d'abord, le cœur a été 
perfusé avec la solution 1 (tyrode (126 mM de chlorure de sodium, 5,4 mM de chlorure de 
potassium, 5 mM de dichlorure de magnésium, 1 mM de phosphate de sodium, 22 mM de 
glucose, 24 mM d'HEPES, 20 mM de taurine, 5 mM de créatine. 5 mM de pyruvate de 
sodium et 0,5 M de 2,3 butanedione monoxime) avec 0,5 M d'EGTA) pendant 10 minutes, 
jusqu'à ce que le cœur devienne blanc et soit lavé de tout son sang. Ensuite, le cœur a été 
perfusé avec la solution 2 (Tyrode avec 46300 U de Collagénase de type II et 0,1 mM de 
chlorure de calcium) pendant 8 minutes. Pendant les 8 minutes, des amas de cellules de 
l'endocarde ont été récupérés pour voir si les cellules commençaient à se séparer. Pour ce 
faire, à l'aide des pinces, un trou de l'épicarde jusqu'à l'endocarde a été percé et un amas 
de cellules a été prélevé. Dès qu'elles étaient dissociées, les différentes cavités du cœur ont 
été découpées, puis mises dans un bêcher pour continuer la digestion. Dans les béchers, le 
tissu émincé baignait dans une solution contenant 50 % de solution 2 et 50 % de solution 3 
(tyrode et 0,1 mM de chlorure de calcium). Au fur et à mesure que les cardiomyocytes se 
dissociaient, ils ont été récupérés et mis dans des tubes de 15 ml. Après un premier lavage 
avec la solution 3, les cellules ont été gardées dans une solution de KB (la solution utilisée 
pour le prélèvement du cœur) avec 0,2 mM de chlorure de calcium à 4°C. 
4.2. Technique du patch clamp 
Pour les expériences avec l'isoprotérénol, les pipettes (VWR International, QC, Canada) 
devaient être microforgées (Narishige, NY, É.-U.) pour avoir une résistance entre 2,5 et 3,5 
MQ. Par la suite, les cardiomyocytes isolés étaient incubés dans une solution 
d'isoprotérénol 10 |iM pendant 20 minutes. Tout d'abord pour mesurer l'activation des 
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canaux sodiques, la cellule a été maintenue à un potentiel de -120 mV pendant 5 ms, puis 
des stimulations de 30 ms allant de -90 mV jusqu'à +45 mV par incréments de 10 mV ont 
été envoyées et finalement la cellule est ramenée au potentiel de maintien, -120 mV 
pendant 5 ms (Figure 15A). Ensuite pour mesurer l'inactivation des canaux sodiques, le 
protocole suivant est utilisé : un potentiel de maintien à -120 mV pendant 15 ms est suivi 
d'une stimulation de 500 ms allant de -140 mV à -40 mV par incréments de 10 mV. Puis, 
une stimulation à 20 mV est donnée pendant 15 ms pour mesurer l'inactivation et 
finalement, la cellule est ramenée au potentiel de maintien soit à -120 mV pendant 15 ms 
(Figure 15B). Voir l'annexe pour les solutions extracellulaires et intracellulaires utilisées 
durant les expériences. 
B 
-120 m V -120 mV" 
500 ms 
Figure 15. Protocoles utilisés pour la technique de patch clamp. 
Les protocoles de patch clamps utilisés sur les cardiomyocytes pour étudier les effets de Pisoprotérénol sur 
l'activation (A) et l'inactivation (B). 
5. Analyses statistiques 
Tous les résultats sont présentés sous la forme suivante : moyenne ± écart-type. Lorsque les 
valeurs de probabilité «p» sont inférieures à 0,05 (intervalle de confiance de 5%), 
déterminées à l'aide de l'analyse de variance (ANOVA) à un facteur, les différences ont 
alors été considérées comme étant statistiquement significatives. 
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Résultats 
1. Validation du modèle expérimental 
Avant de débuter le projet, il fallait vérifier que le modèle animal et les protocoles utilisés 
allaient correspondre aux critères sélectionnés. Tout d'abord, il fallait s'assurer que les 
lapines exposées à la nicotine allaient avoir la même concentration sanguine cotinique que 
les mères fumeuses. À l'aide d'un test ELISA, la concentration cotinique sanguine chez les 
lapines exposées à la nicotine est de 125 ± 10 ng/ml tandis que chez les lapines contrôles, la 
concentration cotinique sanguine est de 0 ± 0,4 ng/ml (Figure 16D). Je visais une 
concentration cotinique sanguine de 100 ng/ml chez les lapines exposées à la nicotine, une 
valeur retrouvée chez une mère fumeuse (Vine et al., 1993). 
Par la suite, lorsque les pompes ont été implantées sous-cutanées, je devais m'assurer que 
la durée de gestation et le nombre de lapereaux par portée ne variaient pas lorsqu'elles 
étaient exposées à la nicotine. En effet, je n'ai observé aucune différence dans la durée de 
gestation. La durée de gestation était de 30,2 ± 0,2 et 30,3 ± 0,3 jours pour les lapines 
contrôles et exposées à la nicotine respectivement (Figure 16A). 
Un autre paramètre important était le nombre de lapereaux par portée. Dans mes 
expériences, il ne varie pas de façon significative. Les lapines contrôles ont 6,5 ± 0,8 
lapereaux par portée et les lapines exposées à la nicotine ont 6,3 ± 1,2 lapereaux par portée 
(Figure 16B). 
Comme le sujet est lié au syndrome de mort subite du nouveau-né, il fallait déterminer le 
nombre de morts subites. Je constate qu'il y a eu quatre morts subites chez les lapereaux 
exposés in utero à la nicotine comparativement à aucune mort subite chez les lapereaux 
contrôles (Figure 16C). 
Finalement, lors de la naissance des lapereaux, j'ai remarqué la présence de cotinine dans la 
circulation sanguine. En effet, cette concentration est de 31,5 ± 5,8 ng/ml à 0 jour postnatal, 
puis elle diminue tout au long de la croissance pour atteindre des valeurs de 0 ng/ml à l'âge 
de 60 jours postnatal (Figure 16E). 
Lspereau o 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 
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Figure 16.Validation du modèle expérimental. 
(A) Durée de gestation des lapines contrôles (•) et exposées à la nicotine (•) (n=20); (B) Moyenne de 
lapereaux par portée chez les lapines contrôles (•) et exposées à la nicotine (•) (n=20); (C) Nombre de morts 
subites chez les lapereaux contrôles (•) et exposés in utero à la nicotine (•); (D) Concentration cotinique 
sanguine mesurée par ELISA chez les lapines contrôles (o) et exposées à la nicotine (•) (n=3); (E) 
Concentration cotinique sanguine (•) mesurée par ELISA chez les lapereaux exposés in utéro à la nicotine 
(n=3). 
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2. Effets de la nicotine sur le phénomène de résorption dégénérative 
Pour pouvoir faire des études d'apoptose dans le NSA, les coupes de tissu cardiaques ont 
été marquées avec un anticorps anti-neurofilaments qui m'a permis de localiser le NSA. 
Ainsi, la localisation et la taille du NSA ont pu être déterminées tout au long du 
développement. Chez les lapereaux témoins, je vois que la taille du NSA augmente avec 
l'âge, elle passe de 12 (i.m à 20 fim en 7 jours, puis atteint une taille de 35 à 14 
jours. Par contre, à 30 jours postnatal, le NSA devient une structure bien différenciée et 
occupe qu'une petite superficie, soit environ 5 |im (Figure 17). Dans le cas des lapereaux 
exposés à la nicotine, je vois que le NSA occupe une grande superficie au jour 0 et que la 
J 0 9 ^ 
taille diminue avec l'âge. Elle passe de 30 à 25, puis à 20 |inT et atteint 10 jim à 30 
jours postnatal (Figure 18). Par contre, il est très compliqué d'interpréter ces résultats, car 
les coupes au cryostat ne sont pas identiques d'un cœur à l'autre et la taille du NSA a été 
mesurée sur l'ordinateur à l'aide de l'échelle présente sur la figure. Il est donc extrêmement 
difficile de faire une comparaison de taille entre les lapereaux contrôles et les lapereaux 
exposés à la nicotine in utero. 
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Figure 17. Localisation du NSA dans l'oreillette droite chez les lapereaux contrôles âgés de 0 à 30 jours 
postnatal. 
Coupes de tissu cardiaques d'une épaisseur de 12 |im des lapereaux contrôles suite au marquage avec l'anti-
neurofilaments et à la détection par ie DAB. Lapereau âgé de 0 jour (A). 7 jours (B), 14 jours (C) et 30 jours 
(D). Le NSA est encadré en rouge. Grossissement : 5x 
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Figure 18. Localisation du NSA dans l'oreillette droite chez les lapereaux exposés à la nicotine âgés de 0 
à 30 jours postnatal. 
Coupes de tissu cardiaques d'une épaisseur de 12 uni des lapereaux exposés à la nicotine in utero suite au 
marquage avec Panti-neurofilaments et à la détection par le DAB. Lapereau âgé de 0 jour (A), 7 jours (B), 14 
jours (C) et 30 jours (D). Le NSA est encadré en rouge. Grossissement 5x. 
Le marquage de la fragmentation de l'ADN (TUNEL). chez lapereaux contrôles et exposés 
in utero à la nicotine, a été observé au microscope confocal. Puis, en calculant le nombre de 
noyaux totaux dans le NSA (marquage en bleu au DAPI) et le nombre de cellules 
apoptotiques dans le NSA (marquage en rouge par la rhodaniine) à l'aide du logiciel 
Metamorph (Figure 19 et Figure 20), j'ai obtenu les valeurs observées dans le Tableau 3. 
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Figure 19. Niveau de fragmentation d'ADN observée dans le NSA des lapereaux âgés de 0 et 7 jours 
exposés ou non à la nicotine. 
Les lames d'une épaisseur de 12 ^irn sont observées au microscope confocal à 40X avec des lasers à une 
longueur d'onde de 403 nm (DAPI) et 581 mil (rhodamine). l apereaux au jour 0 en condition contrôle (A) et 
exposés à la nicotine (B). Lapereaux âgés de 7 jours en condition contrôle (C) et exposés à la nicotine (D). 
Les points bleus représentent le marquage des noyaux (DAPI) et les points rouges représentent une 
colocalisatkm ciitie la fragmentation de l'ADN et le maiijuagc nuciéaiie. L'échelle coirespond à 300 j.imi. u 3 
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Figure 20. Niveau de fragmentation d'ADN observée dans le NSA des lapereaux âgés de 14 et 30 jours 
exposés ou non à la nicotine. 
Les lames d'une épaisseur de 12 |itn sont observées au microscope confocal à 40X avec des lasers à une 
longueur d'onde de 403 nm (DAPI) et 581 iim (rhodamine). Lapereaux âgés de 14 jours en condition contrôle 
(A) et exposés à la nicotine (B). L.apereaux âgés de 30 jours en condition contrôle (C) et exposés à la nicotine 
(D). Les points bleus représentent le marquage des novaux (DAPI) et les points rouges représentent une 
colocalisation entre la fragmentation de l'ADN et le marquage nucléaire. L'échelle correspond a 300 uni. n 3 
Pour  l ' In ique  âge .  l e  nombre  ue  ce l lu les  to ta les  dans  le  champ de  v is ion  ne  var ie  pas  lo rsque  
je  compare  les  l apereaux  cont rô les  aux  lapereaux  exposés  à  la  n ico t ine .  Par  cont re ,  ce  que  
j 'obeserve  es t  une  d iminut ion  du  nombre  de  ce l lu les  to ta les  duran t  l e  déve loppement  c l ic /  
l es  l apereaux  cont rô les  e t  exposés  à  la  n ico t ine .  Ains i ,  chez l es  l apereaux  cont rô les ,  
j ' observe  une  d iminut ion  de  23  H o en t re  0  e t  7  jours  PN.  une  d iminut ion  de  41  % ent re  7  e t  
14  jours  PN e t  L ine diminut ion  de  6  "»  en t re  14  e t  30  jours  PN.  (  l i e /  l es  l apereaux  exposés  à  
la  n ico t ine ,  i l  v  a  une  d iminut ion  de  38  "n  en t re  0  e t  7  jours  PN.  de  41  °<> en t re  7  e t  14  jours  
PN e t  de  12  "<> en t re  14  e t  30  jours  PN ( l  igure  21 . \ ) .  Knsui te  avec  le  t ab leau  3 .  j ' a i  pu  
ca lcu le r  l es  ra t ios  de  ce l lu les  .  ,  ,  '  ' '  ,  s  sur  le  nombre  de  ce l lu les  to ta les  sur  les  coupes  
de  t i s sus  card iaques  des  lapereaux  témoins  versus  les  l apereaux  exposés  a  la  n ico t ine .  
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Tableau 3. Pourcentage de cellules entrées en apoptose dans le NSA. 
Les coupes de tissu cardiaques sur les lapins ont été marquées par TUNEL. 
Nombres de cellules totales Nombres de cellules apoptotiques 
Âge des lapereaux Contrôles 
(moyenne ± écart-
type) 
Exposés à la nicotine 
(moyenne ± écart-
type) 
Contrôles 
(moyenne ± écart-
type) 
Exposées à la 
nicotine 
(moyenne ± écart-
type) 
0 jour postnatal 3380 ±357 3641 ±893 264 ± 67 1016 ± 190 
7 jours postnatal 2620± 1049 2261 ±99 1061 ±340 169 ± 52 
14 jours postnatal 1547 ± 175 1344± 136 304 ± 95 625 ± 37 
30 jours postnatal 1461 ±448 1184 ±366 144 ±36 640 ±216 
Tableau 4. Ratios de cellules a poptotiques dans le NSA. 
Ratio d'à x>ptose 
Âge des lapereaux Contrôles 
(moyenne ± écart-type) 
Exposés à la nicotine 
(moyenne ± écart-type) 
0 jour postnatal 7,6 ± 1,1 29,1 ±2,3 
7 jours postnatal 39,2 ± 5,1 7,4 ± 2,2 
14 jours postnatal 18,7 ±4,6 48,0 ±7,6 
30 jours postnatal 
30 jours postnatal 
réexposition 
11,2 ±2,7 54,9 ± 5,7 
36,9 
n=3 pour tous les groupes d'âge, sauf pour 30 jours postnatal réexposition n=l. 
Je peux constater que chez les lapereaux témoins, il y a, au cours du développement, une 
augmentation de l'apoptose de 415 % à 7 jours, puis une diminution de 52 % à 14 jours et 
une diminution de 40 % à 30 jours. En ce qui concerne les lapereaux exposés in utero à la 
nicotine, j'observe une diminution du ratio d'apoptose de 75 % à 7 jours, puis une 
augmentation de 549 % à 14 jours et finalement, une augmentation de 14 %. Donc, le 
maximum d'apoptose se situe après 30 jours postnatal chez les lapereaux exposés à la 
nicotine. 
Par la suite, il est important de regarder la différence de ratio d'apoptose entre les lapereaux 
contrôles et exposés in utero à la nicotine au même âge. Ainsi, à 0 jour postnatal, les 
lapereaux exposés in utéro à la nicotine ont 3,8 fois plus d'apoptose que les contrôles. Par 
contre, à 7 jours postnatal, les cellules cardiaques des lapereaux contrôles au niveau du 
nœud sinusal sont 5,3 fois plus apoptotiques que les lapereaux exposés à la nicotine. Puis, à 
14 jours et 30 jours postnatal, les cellules cardiaques du nœud sinusal des lapereaux 
exposés à la nicotine sont respectivement 2,6 et 4,9 fois plus apoptotiques que les lapereaux 
contrôles. Ensuite, pour vérifier que la nicotine possède des effets anti-apoptotiques, des 
pompes osmotiques avec nicotine ont été remis à un lapereau de 14 jours exposés in utero à 
la nicotine. Je constate qu'à 30 jours postnatal, suite à une réexposition, il y a une 
diminution du ratio d'apoptose de 33 % comparativement au ratio d'apoptose du lapin âgé 
de 30 jours postnatal exposé in utero à la nicotine. 
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Par ailleurs, je remarque que le pic d'apoptose se situe au 7e jour postnatal chez les 
lapereaux contrôles, tandis que chez les lapereaux exposés à la nicotine, ce pic semble 
dépasser les 30 jours postnatals (Figure 21B et C). 
Finalement, mes résultats montrent que le ratio d'apoptose diminue lorsque la cotinine est 
présente en grande quantité dans la circulation sanguine (7 jours postnatal). À l'inverse, les 
niveaux d'apoptose deviennent plus élevés lorsque la cotinine disparaît progressivement de 
la circulation sanguine (Figure 21C) des lapereaux exposés in utero. En résumé, la nicotine 
augmente le ratio d'apoptose lorsque la concentration cotinique sanguine est inférieure à 5 
ng/^1 et donc elle altère le processus de résorption dégénérative en retardant le pic 
d'apoptose. 
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Figure 21. Retard dans le phénomène de résorption dégénérative causé par la nicotine. 
(A) Nombre de noyaux totaux chez les lapereaux contrôles (•) et exposés à la nicotine (•). Nombre de 
noyaux apoptotiques chez les lapereaux contrôles ( et exposés à la nicotine ( •). (B) Ratio de cellules 
apoptotiques dans le NSA par rapport aux cellules totales en fonction de l'âge des lapins contrôles (•) et 
exposés à la nicotine (•). Pour démontrer les effets anti-apoptotiques de la nicotine, un lapereau exposé in 
utéro à la nicotine a été réexposé à la nicotine à 14 jours postnatal, puis le cœur a été prélevé à 30 jours 
postnatal ( E3). (C) Le ratio d'apoptose dans le NSA diminue en présence d'une exposition chronique à la 
nicotine sur le développement du NSA. Concentration cotinique sanguine chez les lapins exposés à la nicotine 
in utéro (•). Ratio d'apoptose chez les lapereaux contrôles (A) et exposés in utéro à la nicotine (•). Les 
données sont des moyennes ± écart-type; n=3; analyse par ANOVA à un facteur. *** p<0.005. 
49 
3. Quantification de l'expression des différents canaux sodiques 
Pour déterminer l'expression de chaque canal sodique (SCN1A, SCN4A et SCN5A) dans 
l'oreillette droite, l'oreillette gauche, le ventricule droit et le ventricule gauche, une étude 
par PCRq a été effectuée. Des contrôles internes ont été synthétisés afin de pouvoir 
déterminer les concentrations spécifiques des canaux sodiques d'intérêts. 
Avant de débuter les PCRq, il fallait s'assurer que les canaux sodiques d'intérêts étaient 
présents. Je m'attendais à voir une bande à 172 bp, 155 bp et 236 bp pour Nayl.l, Nayl.4 
et Nayl.5 respectivement. J'ai eu des bandes identiques suite à une PCR conventionnelle, 
ce qui prouve que les canaux sodiques d'intérêt sont effectivement présents chez le lapin 
âgés de 30 jours (Figure 22). 
Figure 22, Présence de Navl.l, Nav1.4 et Nav1.5 dans le ventricule droit du lapin contrôle âgé de 30 
jours. 
1er puits : échelle de 100 bp, 2e et 3e puits : Navl.l, 4e puits : Nav1.4 et 5e puits : Navl-5. Dans ce cas-ci, il y a 
2 échantillons de Navl.l, carj'ai eu 2 clones. Chaque échantillon a été fait en triplicata avec un n=3. 
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Cycle 
Figure 23. Résultat brut de PCRq obtenu grâce au ROTOR-GENE. 
La courbe en rouge correspond à mon échantillon de référence 10 pg/(xl, la courbe jaune 1 pg/jxl, la courbe 
turquoise 100 fg/p.1,l'avant-dernière courbe correspond à 10 fg/jil et la dernière courbe correspond à lfg/^1. 
Les courbes violet, rose et mauve correspondent à mes échantillons inconnus. 
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3.1. Oreillette droite 
Tableau 5. Quantification de SCNl A, SCN4A et SCN5A retrouvés dans l'oreillette droite. 
Les valeurs sont en pg/|il exprimées ± écart-type. n=3. 
se NIA SCN4A se N5A 
Âge des lapereaux Contrôles 
Moy. ± é.-t. 
Exposés à la 
nicotine 
Moy. ± é.-t. 
Contrôles 
Moy. ± é.-t. 
Exposés à la 
nicotine 
Moy. ± é.-t. 
Contrôles 
Moy. ± é.-t. 
Exposés à la 
nicotine 
Moy. ± é.-t. 
0 jour postnatal 0,102 ±0,031 0,296 ± 0,087 0,259 ±0,081 0,431 ±0,081 0,060 ± 0,008 0,892 ±0,031 
7 jours postnatal 0,028 ± 0,009 0,185 ±0,097 0,033 ±0,012 0,986 ± 0,068 0,008 ± 0,006 0,515 ±0,077 
14 jours postnatal 0,039 ±0,011 0,060 ± 0,004 0,112 ±0,040 0,301 ±0,094 0,068 ± 0,022 0,499 ± 0,076 
30 jours postnatal 0,213 ±0,092 0,024 ±0,012 0,157 ±0,078 0,148 ±0,019 0,020 ± 0,008 0,887 ±0,141 
En tout premier lieu, par rapport aux contrôles, l'expression des canaux sodiques dans 
l'oreillette droite augmente lors d'une exposition in utero à la nicotine. En effet, à 0 jour 
postnatal, il y a une augmentation d'expression de 3, 2 et 15 fois pour SCNIA, SCN4A et 
SCN5A respectivement. Egalement à 7 jours postnatal, j'observe une augmentation 
d'expression de 7, 30 et 64 fois pour SCNIA, SCN4A et SCN5A respectivement. Ensuite à 
14 jours postnatal, je remarque une augmentation d'expression de 2, 3 et 7 fois pour 
SCNIA, SCN4A et SCN5A respectivement. Finalement, à 30 jours postnatal, je constate 
une augmentation d'expression de SCN5A de 44 fois lors d'une exposition in utero à la 
nicotine. Pour ce qui est de SCNIA, une exposition in utero à la nicotine cause une 
diminution de son expression de 89% et SCN4A, suite à une exposition in utero à la 
nicotine, diminue son expression de 6%. 
Ensuite, il était important de voir la variation de l'expression de chaque canal sodique dans 
l'oreillette droite durant le développement chez les lapereaux contrôles et exposés à la 
nicotine. En effet, car ce sont ces canaux sodiques qui sont responsables de la propagation 
électrique dans le cœur. Donc, chez les lapereaux contrôles (Figure 24A), je vois que 
l'expression de SCNIA est de 0,102 ± 0,031 pg/^1 à 0 jour postnatal et diminue de 73 % à 
7 jours postnatal pour ensuite augmenter de 39 % à 14 jours postnatal et finalement 
atteindre son maximum d'expression de 0,213 ± 0,092 pg/(j.l à 30 jours postnatal suite à une 
augmentation de 446 %. Je vois que l'expression de SCN4A est maximale à 0 jour 
postnatal, 0,259 ± 0,081 pg/(il, puis diminue de 87 % à 7 jours postnatal pour ensuite 
augmenter de 239 % à 14 jours postnatal et de 40 % à 30 jours postnatal (Figure 24B). 
Finalement, je remarque que l'expression de SCN5A est de 0,060 ± 0,008 pg/jj.1 à 0 jour 
postnatal et diminue de 87 % à 7 jours postnatal, pour ensuite augmenter de 750 % à 14 
jours postnatal avant d'atteindre 0,020 ± 0,008 pg/|il à 30 jours postnatal suite à une 
diminution d'expression de SCN5A de 71 % (Figure 24C). 
Par la suite, j'ai regardé l'expression des canaux sodiques chez les lapereaux exposés à la 
nicotine durant le développement cardiaque. L'expression de SCNIA diminue avec l'âge et 
est maximale à 0 jour postnatal à 0,296 ± 0,087 pg/jj.1, puis elle baisse de 38 %, de 68 % et 
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de 60 % à 7 jours, 14 jours et 30 jours postnatal respectivement. L'expression de SCN4A se 
situe à 0,431 ± 0,081 pg/|il à 0 jour postnatal, puis elle augmente de 129 % à 7 jours 
postnatal pour atteindre son maximum de 0,986 ± 0,068 pg/|il. Ensuite, l'expression de 
SCN4A diminue de 69 % et 51 % à 14 jours et 30 jours postnatal respectivement. 
L'expression de SCN5A est plus élevée à 0 jour postnatal à 0,892 ± 0,031 pg/jul, puis elle 
baisse de 42 % et 3 % à 7 jours et 14 jours postnatal respectivement pour finalement 
augmenter de 78 % à 30 jours postnatal et atteindre 0,887 ± 0,141 pg/jj.1. 
En comparant l'expression des différents canaux sodiques au cours du développement, je 
constate que, chez les lapereaux contrôles, SCN4A est plus exprimé à 0,7 et 14 jours 
postnatal, tandis que chez les lapereaux de 30 jours postnatal, SCNIA est le gène le plus 
exprimé. En effet, SCN4A est 2 et 4 fois plus exprimé que SCNIA et SCN5A 
respectivement à 0 jour postnatal. Ensuite à 7 jours postnatal, SCN4A et SCNIA sont 
exprimés de façon équivalente et 4 fois plus exprimés que SCN5A. Puis, à 14 jours 
postnatal, SCN4A est 3 et 1,5 fois plus exprimé que SCNIA et SCN5A respectivement. 
Enfin à 30 jours postnatal, SCNIA est 1,5 et 10 fois plus exprimé que SCN4A et SCN5A 
respectivement. 
Chez les lapereaux exposés à la nicotine, je remarque qu'à 0 jour postnatal, SCN5A est 3 et 
2 fois plus exprimé que SCNIA et SCN4A respectivement. Puis à 7 jours postnatal, 
SCN4A est 5 et 2 fois plus exprimé que SCNIA et SCN5A respectivement. Ensuite, à 14 
jours postnatal, SCN5A est 8 et 1,7 fois plus exprimés que SCNIA et SCN4A 
respectivement. Finalement à 30 jours postnatal, SCN5A est 37 et 6 fois plus exprimé que 
SCNIA et SCN4A respectivement. Enfin, l'expression de SCN5A est plus grande chez les 
lapereaux âgés de 0, 7 et 30 jours postnatal, tandis que SCN4A est plus exprimé chez les 
lapereaux âgés de 14 jours postnatal. 
Par la suite, j'ai voulu regarder l'effet de la nicotine sur l'expression des canaux sodiques. 
Donc, en comparant l'expression des canaux sodique entre les lapereaux exposés à la 
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nicotine et les contrôles, je vois que chez les lapereaux âgés de 0 jour, l'expression de 
SCN1, SCN4A et SCN5A augmente de 3 fois, 2 fois et 15 fois respectivement lorsqu'ils 
sont exposés comparés aux lapereaux contrôles. Ensuite, chez les lapereaux exposés à la 
nicotine âgés de 7 jours versus les lapereaux contrôles, l'expression de SCNIA, SCN4A et 
SCN5A augmentent de 7 fois, 30 fois et 64 fois respectivement suite à une exposition à la 
nicotine. Par la suite, à 14 jours postnatal, je vois une augmentation de 2 fois, 3 fois et 7 
fois l'expression de SCNIA, SCN4A et SCN5A respectivement chez les lapereaux exposés 
à la nicotine par rapport aux contrôles. Finalement, à 30 jours postnatal, je vois une 
diminution de 9 fois l'expression de SCNIA chez les lapereaux exposés et une 
augmentation de 44 fois l'expression de SCN5A chez les lapereaux exposés. Par contre, 
aucune différence n'est observée pour SCN4A. 
En résumé, je peux suggérer que dans l'oreillette droite, la nicotine augmente l'expression 
des canaux sodiques (SCNIA, SCN4A et SCN5) à 0, 7, 14 jours postnatal, tandis qu'à 30 
jours postnatal, la nicotine diminue l'expression de SCNIA, ne fait pas varier l'expression 
de SCN4A et augmente considérablement l'expression de SCN5A. 
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Figure 24. Variation de l'expression des canaux sodiques dans l'oreillette droite suite à une exposition à 
la nicotine. 
La mesure de l'expression de SCN1A (A), SCN4A (B) et SCN5A (C) chez les lapins contrôles (•) ou exposés 
à la nicotine (•) a été faite par PCRq. Les courbes standards ont été faites grâce à des contrôles internes qui 
ont permis de déterminer la concentration d'ADN exacte pour les échantillons. Les données sont des 
moyennes ± écart-type; n=3; analyse par ANOVA à un facteur. *** p<0,005, ** p<0,01, * p<0,05. 
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3.2. Oreillette gauche 
Tableau 6. Quantification de SCNIA, SCN4A et SCN5A retrouvés dans l'oreillette gauche. 
Les valeurs sont en pg/^xl exprimées en ± écart-type. n=3. 
SCN 1A SCN 4 A se N5A 
Âge des lapereaux Contrôles 
Moy. ± é.-t. 
Exposés à la 
nicotine 
Moy. ± é.-t. 
Contrôles 
Moy. ± é.-t. 
Exposés à la 
nicotine 
Moy. ± é.-t. 
Contrôles 
Moy. ± é.-t. 
Exposés à la 
nicotine 
Moy. ± é.-t. 
0 jour postnatal 0,102 ±0,031 0,296 ± 0,087 0,259 ±0,081 • 0,431 ±0,081 0,060 ± 0,008 0,892 ± 0,031 
7 jours postnatal 0,022 ± 0,004 0,071 ±0,031 0,075 ±0,010 0,185 ±0,042 0,047 ± 0,008 0,460 ± 0,089 
14 jours postnatal 0,002 ±0,001 0,045 ± 0,006 0,042 ± 0,022 0,158 ±0,054 0,121 ±0,055 0,691 ±0,164 
30 jours postnatal 0,016 ±0,004 0,093 ±0,015 0,341 ±0,119 0,140 ±0,010 0,157 ±0,092 0,794 ± 0,082 
En tout premier lieu, j'observe que l'expression des canaux sodiques dans l'oreillette 
gauche augmente lors d'une exposition in utero à la nicotine. En effet, à 0 jour postnatal, il 
y a une augmentation de 190 %, 66 % et de 1387 % pour SCN1A, SCN4A et SCN5A 
respectivement. Également à 7 jours postnatal, j'observe une augmentation de 223%, 147% 
et 879 % pour SCN1A, SCN4A et SCN5A respectivement. Ensuite à 14 jours postnatal, je 
remarque une augmentation de 2150 %, 276 % et 471 % pour SCN1A, SCN4A et SCN5A 
respectivement. Finalement à 30 jours postnatal, je constate une augmentation d'expression 
de SCN1A et SCN5A de 481 % et 406 % respectivement lors d'une exposition in utero à la 
nicotine. Pour ce qui est de SCN4A, une exposition in utero à la nicotine cause une 
diminution de l'expression de 59 % à 30 jours postnatal. 
Ensuite, il était important de voir la variation d'expression de chaque canal sodique dans 
l'oreillette gauche durant le développement chez les lapereaux exposés à la nicotine ou non. 
Tout d'abord, chez les lapereaux contrôles, je vois que l'expression de SCN1A est 
maximale à 0 jour postnatal à 0,102 ± 0,031 pg/jil et diminue de 78 % et de 91 % à 7 jours 
et 14 jours postnatal respectivement pour ensuite augmenter de 700 % à 30 jours postnatal 
(Figure 25A). Je vois que l'expression de SCN4A à 0 jour postnatal est de 0,259 ± 0,081 
pg/f-il, puis diminue de 71 % et de 44 % à 7 jours et 14 jours postnatal respectivement pour 
ensuite augmenter de 712 % à 30 jours postnatal et atteindre le maximum d'expression de 
SCN4A dans l'oreillette gauche à 0,341 ± 0,119 pg/(il (Figure 25B). Finalement, je 
remarque que l'expression de SCN5A augmente avec l'âge. A 0 jour et 7 jours postnatal, 
l'expression de SCN5A est de 0,060 ± 0,008 pg/^1 et de 0,047 ± 0,008 pg/|il 
respectivement. Puis, elle augmente de 157 % et de 30 % à 14 et 30 jours postnatal 
respectivement pour atteindre l'expression maximale, 0,157 ± 0,092 pg/^1, à 30 jours 
postnatal (Figure 25C). 
Par la suite, j'ai regardé l'expression des canaux sodiques chez les lapereaux exposés à la 
nicotine durant le développement. L'expression de SCN1A est maximale à 0 jour postnatal 
à 0,296 ± 0,087 pg/jj.1, puis elle baisse de 76 % et de 37 % à 7 et 14 jours postnatal 
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respectivement. Enfin, l'expression de SCN1A augmente de 107 % à 30 jours postnatal 
pour atteindre 0,093 ± 0,015 pg/|il. L'expression maximale de SCN4A se situe à 0,431 ± 
0,081 pg/(il à 0 jour postnatal, puis elle diminue de 57 %, de 15 % et de 11% à 7, 14 et 30 
jours postnatal respectivement pour atteindre 0.140 ± 0,010 pg/f^L L'expression de SCN5A 
est plus élevée à 0 jour postnatal à 0.892 ± 0.031 pg/|il, puis elle baisse de 48 % à 7 jours 
postnatal pour finalement augmenter de 50 % et 15 % à 14 et 30 jours postnatal 
respectivement. 
En comparant l'expression des différents canaux sodiques au cours du développement, je 
constate que chez les lapereaux contrôles, SCN4A est 2 et 4 fois plus exprimé que SCN1A 
et SCN5A respectivement à 0 jour postnatal. Ensuite à 7 jours postnatal, SCN4A est 3 et 
1,5 fois plus exprimé que SCN1A et SCN5A respectivement. Puis, à 14 jours postnatal, 
SCN5A est 60 et 3 fois plus exprimé que SCN1A et SCN4A respectivement. Enfin à 30 
jours postnatal, SCN4A est 21 et 2 fois plus exprimé que SCN1A et SCN5A 
respectivement. Chez les lapereaux exposés à la nicotine, à 0 jour postnatal, SCN5A est 3 
et 2 fois plus exprimé que SCN1A et SCN4A respectivement. Puis à 7 jours postnatal, il est 
6 et 2,5 fois plus exprimé que SCN1A et SCN4A respectivement. Ensuite, à 14 jours 
postnatal, il est 15 et 4 fois plus exprimé que SCN1A et SCN4A respectivement. 
Finalement à 30 jours postnatal, il est 8 et 6 fois plus exprimé que SCN1A et SCN4A 
respectivement. Enfin, chez les lapereaux contrôles âgés de 0,7 et 30 jours postnatal, 
SCN4A est plus exprimé et à 14 jours postnatal, SCN5A est plus exprimé. En ce qui a trait 
aux lapereaux exposés à la nicotine, l'expression de SCN5A est plus grande tout au long du 
développement. 
Par la suite, j'ai voulu regarder l'effet de la nicotine sur l'expression des canaux sodiques. 
Donc, en comparant l'expression des canaux sodique entre les lapereaux exposés à la 
nicotine et les contrôles, je vois qu'à 0 jour postnatal, les lapereaux exposés à la nicotine 
par rapport aux contrôles ont une augmentation de 3, 2 et 15 fois l'expression de SCN1A, 
SCN4A et SCN5A respectivement. Également, à 7 jours postnatal chez les lapereaux 
exposés à la nicotine comparativement aux contrôles, j'observe une augmentation de 3, 2 
et 10 fois l'expression de SCN1A, SCN4A et SCN5A respectivement. Ensuite à 14 jours 
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postnatal, je peux voir une augmentation de 22. 4 et 6 fois l'expression de SCN1A, SCN4A 
et SCN5A respectivement chez les lapereaux exposés. Finalement, à 30 jours postnatal, je 
vois une augmentation d'expression de SCN1A et SCN5A de 6 et 5 fois respectivement 
chez les lapereaux exposés à la nicotine, tandis que j'observe une diminution de 3 fois 
l'expression de SCN4A chez les lapereaux exposés. 
En somme, l'expression de canaux sodiques SCN1A et SCN5A dans l'oreillette gauche des 
lapereaux âgés de 0. 7, 14 et 30 jours augmente lorsqu'ils sont exposés à la nicotine. Cette 
augmentation est également observée au niveau de SCN4A chez les lapereaux âgés de 0, 7 
et 14 jours postnatal, par contre à 30 jours, l'expression de SCN4A diminue lorsqu'ils sont 
exposés à la nicotine. 
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Figure 25. Variation de l'expression des canaux sodiques dans l'oreillette gauche suite à une exposition 
à la nicotine. 
La mesure de l'expression de SCNl A (A), SCN4A (B) et SCN5A (C) chez les lapins contrôles (•) ou exposés 
à la nicotine (•) a été faite par PCRq. Les courbes standards ont été faites grâce à des contrôles internes qui 
ont permis de déterminer la concentration d'ADN exacte pour les échantillons. Les données sont des 
moyennes ± écart-type; n=3; analyse par ANOVA à un facteur. *** p<0,005, ** p<0,01, * p<0,05. 
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3.3. Ventricule droit 
Tableau 7. Quantification de SCNIA, SCN4A et SCN5A retrouvés dans le ventricule droit. 
Les valeurs sont en pg/nl exprimées en ± écart-type. n=3. 
SCNIA SCN4A se N5A 
Âge des lapereaux Contrôles 
Moy. ± é.-t. 
Exposés à la 
nicotine 
Moy. ± é.-t. 
Contrôles 
Moy. ± é.-t. 
Exposés à la 
nicotine 
Moy. ± é.-t. 
Contrôles 
Moy. ± é.-t. 
Exposés à la 
nicotine 
Moy. ± é.-t. 
0 jour postnatal 0,230 ±0,104 0,280 ±0,101 0,721 ±0,038 0,309 ± 0,037 0,533 ± 0,060 0,879 ±0,120 
7 jours postnatal 0,052 ±0,011 0,116 ±0,047 0,241 ±0,002 0,064 ± 0,020 0,510 ±0,074 0,547 ± 0,083 
14 jours postnatal 0,028 ±0,010 0,056 ±0,010 0,371 ±0,109 0,829 ±0,144 0,376 ± 0,080 0,550 ±0,078 
30 jours postnatal 0,088 ± 0,047 0,036 ± 0,007 0,147 ±0,039 0,053 ±0,014 0,692 ± 0,099 0,385 ± 0,085 
Dans le ventricule droit des lapereaux contrôles, l'expression de SCN1A est maximale à 0 
jour postnatal, 0,230 ± 0,104 pg/^il, et diminue de 11 % kl jours postnatal. Ensuite, elle 
diminue de 46 % à 14 jours postnatal, soit avant d'augmenter de 214 % pour atteindre 
0,088 ± 0,047 pg/^il à 30 jours postnatal. Ce que je remarque chez les lapereaux exposés, 
est une diminution de l'expression de SCN1A avec l'âge. En effet, l'expression de SCN1A 
diminue de 59 % et de 52 % à 7 et 14 jours postnatal respectivement avant d'atteindre 
0,036 ± 0,007 pg/fj.1 à 30 jours postnatal soit l'équivalent d'une baisse de 87 % 
comparativement à 0,280 ±0,102 pg/|il à 0 jour postnatal. 
Par ailleurs, je vois qu'à 0 jour postnatal pour SCN1 A, il n'y a pas différence entre une 
exposition in utero ou non à la nicotine. A 7 jours postnatal et 14 jours postnatal pour 
SCN1A, je vois une augmentation d'expression de 300 % et de 100 % respectivement 
lorsque les lapereaux sont exposés in utero à la nicotine. L'expression de SCN4A chez les 
lapereaux contrôles est maximale à 0 jour postnatal à 0,721 ± 0,038 pg/(il et diminue de 67 
% à 7 jours postnatal, augmente de 65 % à 14 jours postnatal et diminue de 60 % à 30 jours 
postnatal pour atteindre 0,147 ± 0,039 pg/nl. En ce qui concerne les lapereaux exposés in 
utero à la nicotine, je vois que l'expression de SCN4A à 0 jour postnatal se situe à 0,309 ± 
0,037 pg/|il et diminue de 79 % à 7 jours postnatal et augmente de 1195% à 14 jours 
postnatal pour atteindre le maximum d'expression à 0,829 ±0,144 pg/fxl. Finalement, à 30 
jours, l'expression de SCN4A diminue de 94 %. 
L'expression de SCN4A dans le ventricule droit est différente des deux autres gènes. En 
effet, à 0 jour et 7 jours postnatal, les lapereaux contrôles expriment respectivement 2 et 1,2 
fois, plus de SCN4A que les lapereaux exposés à la nicotine. Ensuite à 14 jours postnatal, 
les lapereaux exposés à la nicotine expriment 2,2 fois plus de SCN4A que les contrôles. 
Finalement, SCN4A est 2,8 fois plus exprimé chez les lapereaux contrôles âgés de 30 jours. 
Chez les lapereaux contrôles, je vois que l'expression de SCN5A se situe à 0,533 ± 0,060 
pg/|al à 0 jour postnatal, puis diminue de 4 % et 26 % à 7 jours et 14 jours postnatal 
respectivement. Puis à 30 jours postnatal, l'expression de SCN5A augmente de 84 % pour 
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atteindre son maximum soit 0,692 ± 0,099 pg/|ii. Chez les lapereaux exposés in utero à la 
nicotine, je vois que l'expression de SCN5A se situe à son maximum à 0 jour postnatal, soit 
à 0,879 ± 0,120 pg/|il et diminue tout au long du développement. En effet, il y a une 
diminution de 38% et de 30 % à 7 jours et 30 jours postnatal respectivement. Je vois que 
l'expression de SCN5A augmente lors d'une exposition in utero à la nicotine. 
Effectivement, à 0 jour, 7 jours et 14 jours postnatal, je constate une augmentation de 
l'expression de SCN5A de 65 %, 7 % et 46 % respectivement. Par contre, à 30 jours 
postnatal, je remarque que l'expression de SCN5A est 2 fois plus grande chez les lapereaux 
contrôles. 
Puis, j'ai regardé quel gène était plus exprimé durant le développement. Je vois donc que 
chez les lapereaux contrôles à 0 jour, SCN4A est 3 et 1,3 fois plus exprimé que SCNIA et 
SCN5A respectivement. A 7 jours postnatal, SCN5A est 10 et 2 fois plus exprimé que 
SCNIA et SCN4A respectivement. À 14 jours postnatal, l'expression de SCN4A et 
SCN5A est 13 fois plus exprimé que SCNIA et à 30 jours postnatal, l'expression de 
SCN5A est 8 et 4,7 fois plus grande que SCNIA et SCN4A respectivement. Chez les 
lapereaux exposés in utero à la nicotine, je vois qu'à 0 jour postnatal, l'expression de 
SCN5A est 3 fois plus grande que SCNIA et SCN4A. Egalement, à 7 jours postnatal, 
SCN5A est 4 et 8 fois plus exprimé que SCN1A et SCN4A respectivement. Par contre, à 14 
jours postnatal, l'expression de SC4A est 15 et 1,5 fois plus grande que SCNIA et SCN5A 
respectivement. Finalement, à 30 jours postnatal, l'expression de SCN5A est plus 10 et 7 
fois plus grande que SCNIA et SCN4A respectivement. Bref, dans le ventricule droit, 
l'expression de SCN5A est plus grande chez les lapereaux contrôles âgés de 7, 14 et 30 
jours postnatal et l'expression de SCN4A est plus grande chez les lapereaux contrôles âgés 
de 0 jour postnatal. Par contre, chez les lapereaux exposés à la nicotine, l'expression de 
SCN5A est plus grande chez les lapereaux âgés de 0,7 et 30 jours postnatal et SCN4A est 
plus exprimé à 14 jours postnatal. 
Par la suite, j'ai regardé l'effet de la nicotine sur l'expression des canaux sodiques pour 
chaque âge et chaque gène. Tout d'abord, chez les lapereaux âgés de 0 jour postnatal 
exposés à la nicotine comparativement aux contrôles, je vois une augmentation de 22 % et 
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de 65 % d'expression de SCNIA et SCN5A respectivement, puis une diminution de 57 % 
d'expression de SCN4A. Ensuite, chez les lapereaux âgés de 14 jours postnatal exposés à la 
nicotine par rapport aux contrôles, j'observe une augmentation de 123 % et de 8 % pour 
SCNIA et SCN5A respectivement, tandis que l'expression de SCN4A diminue de 73 % 
chez les lapereaux exposés à la nicotine. Par la suite, chez les lapereaux de 14 jours 
postnatal, je vois qu'une exposition in utero à la nicotine augmente l'expression de 
SCNIA, SCN4A et SCN5A de 100, 123 et 46 % respectivement. Finalement, chez les 
lapereaux de 30 jours postnatal exposés à la nicotine, l'expression de SCNIA, SCN4A et 
SCN5A diminue de 59, 64, 44 % respectivement lorsque je les compare aux contrôles. 
Sommairement, dans le ventricule droit, la nicotine augmente l'expression de SCNIA et 
SCN5A entre 0 et 14 jours postnatal, par contre à 30 jours postnatal, elle diminue 
l'expression de ces deux gènes. Dans le cas de SCN4A, la nicotine diminue l'expression à 
0, 7 et 30 jours postnatal, par contre elle augmente l'expression de SCN4A à 14 jours 
postnatal. 
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Figure 26. Variation de l'expression des canaux sodiques dans le ventricule droit suite à une exposition 
à la nicotine. 
La mesure de l'expression de SCN1A (A), SCN4A (B) et SCN5A (C) chez les lapins contrôles (•) ou exposés 
à la nicotine (•) a été faite par PCRq. Les courbes standards ont été faites grâce à des contrôles internes qui 
ont permis de déterminer la concentration d'ADN exacte pour les échantillons. Les données sont des 
moyennes ± écart-type; n=3; analyse par ANOVA à un facteur. *** p<0,005, ** p<0,01, * p<0,05. 
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3.4. Ventricule gauche 
Tableau 8. Quantification de SCNl A, SCN4A et SCN5A retrouvés dans le ventricule gauche. 
Les valeurs sont en pg/^1 exprimées ± écart-type. n=3. 
SCNl A SCN4A se N5A 
Âge des lapereaux Contrôles 
Moy. ± é.-t. 
Exposés à la 
nicotine 
Moy. ± é.-t. 
Contrôles 
Moy. ± é.-t. 
Exposés à la 
nicotine 
Moy. ± é.-t. 
Contrôles 
Moy. ± é.-t. 
Exposés à la 
nicotine 
Moy. ± é.-t. 
0 jour postnatal 0,230 ±0,104 0,280 ±0,101 0,720 ± 0,038 0,309 ± 0,037 0,533 ± 0,060 0,879 ±0,120 
7 jours postnatal 0,004 ± 0,003 0,015 ±0,004 0,423 ±0,091 0,064 ± 0,020 0,177 ±0,070 0,709 ± 0,082 
14 jours postnatal 0,096 ± 0,034 0,038 ±0,010 0,357 ±0,109 0,829 ±0,144 0,301 ±0,100 0,564 ± 0,084 
30 jours postnatal 0,135 ±0,020 0,051 ±0,006 0,412 ±0,107 0,053 ±0,014 0,500 ±0,121 0,375 ± 0,065 
En regardant l'expression des canaux sodiques dans le ventricule gauche des lapereaux 
contrôles, je m'aperçois que l'expression de SCN1A est maximale à 0 jour postnatal, 0,230 
±0,104 pg/|il, et diminue de 98 % à 7 jours postnatal. Ensuite, elle augmente de 2300 % et 
de 40 % à 14 et 30 jours postnatal respectivement. L'expression de SCN1A chez les 
lapereaux exposés est maximale à 0 jour postnatal, 0,280 ±0,101 pg/po.1. Elle diminue de 95 
% à 7 jours postnatal et augmente de 153 % et 34 % à 14 et 30 jours postnatal 
respectivement. Par ailleurs, je vois qu'à 0 jour postnatal pour SCN1A, il n'y a pas une 
grande différence entre une exposition in utero à la nicotine ou non. À 7 jours postnatal, je 
vois une augmentation d'expression de 275 % lorsque les lapereaux sont exposés in utero à 
la nicotine. Tandis qu'à 14 et 30 jours postnatal, suite à une exposition à la nicotine, 
j'observe une baisse de 60 % et de 62 % respectivement. 
L'expression de SCN4A chez les lapereaux contrôles est maximal à 0 jour postnatal à 0,720 
± 0,038 pg/^l et diminue de 41 % et de 16 % à 7 et 14 jours postnatal respectivement. Elle 
augmente de 15 % à 30 jours postnatal pour atteindre 0,412 ± 0,107 pg/fj.1. En ce qui 
concerne les lapereaux exposés in utero à la nicotine, je vois que l'expression de SCN4A à 
0 jour postnatal se situe à 0,309 ± 0,037 pg/jal et augmente de 170 % à 7 jours postnatal 
pour atteindre son maximum d'expression à 0,834 ± 0,027 pg/(j.l. Elle diminue ensuite de 
44 % et de 84 % à 14 et 30 jours postnatal respectivement. 
L'expression de SCN4A dans le ventricule gauche est différente des deux autres gènes. En 
effet, à 0 jour et 30 jours postnatal, les lapereaux contrôles expriment 2 et 5 fois, 
respectivement, plus de SCN4A que les lapereaux exposés à la nicotine. Ensuite à 7 et 14 
jours postnatal, les lapereaux exposés à la nicotine expriment 2 et 1,3 fois plus de SCN4A 
que les contrôles. 
Chez les lapereaux contrôles, je vois que l'expression de SCN5A est à son maximum à 0 
jour postnatal et se situe à 0,533 ± 0,060 pg/jul, puis diminue de 67 % à 7 jours. Ensuite à 
14 et 30 jours postnatal, l'expression de SCN5A augmente de 70 % et 66 % 
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respectivement. Chez les lapereaux exposés in utero à la nicotine, je vois que l'expression 
de SCN5A est maximale à 0 jour postnatal soit 0,879 ± 0,120 pg/|Lil et diminue tout au long 
du développement. En effet, il y a une diminution de 19 %, 20 % et de 34 % à 7, 14 et 30 
jours postnatal respectivement. Je vois que l'expression de SCN5A augmente lors d'une 
exposition in utero à la nicotine. Effectivement, à 0 jour, 7 jours et 14 jours postnatal, je 
constate une augmentation de l'expression de SCN5A de 65 %, 301 % et 87 % 
respectivement. Par contre, à 30 jours postnatal, je remarque que l'expression de SCN5A 
diminue de 25 % chez les lapereaux exposés. 
Puis, j'ai regardé quel gène était plus exprimé durant le développement. Je vois donc que 
chez les lapereaux contrôles à 0 jour, SCN4A est 3 et 1,4 fois plus exprimé que SCN1A et 
SCN5A respectivement. À 7 jours postnatal, SCN4A est 105 et 3 fois plus exprimé que 
SCN1A et SCN5A respectivement. A 14 jours postnatal, l'expression de SCN4A et 
SCN5A est 13 fois plus exprimé que SCN1A et à 30 jours postnatal, l'expression de 
SCN5A est 4 et 1,3 fois plus grande que SCN1A et SCN4A respectivement. Chez les 
lapereaux exposés in utero à la nicotine, je vois qu'à 0 jour postnatal, l'expression de 
SCN4A est 3 fois plus grande que SCN1A et SCN4A. Egalement, à 7 jours postnatal, 
SCN4A et SCN5A sont 55 fois plus exprimés que SCN1 A. Par contre, à 14 jours postnatal, 
l'expression de SCN4A et SCN5A sont 15 fois plus grandes que SCN1A. Finalement, à 30 
jours postnatal, l'expression de SCN5A est plus 7 et 5 fois plus grande que SCN1A et 
SCN4A respectivement. En résumé, le gène SCN4A est plus exprimé chez les lapereaux 
contrôles âgés de 0, 7 et 14 jours postnatal. Tandis que SCN5A est plus exprimé à 30 jours 
postnatal chez les lapereaux contrôles et chez les lapereaux exposés à la nicotine, SCN4A 
est plus exprimé à 0 jour postnatal et SCN5A est plus exprimé à 30 jours postnatal. 
Enfin, j'ai regardé l'expression des canaux sodiques suite à une exposition in utero à la 
nicotine. Tout d'abord, je m'aperçois que chez les lapereaux exposés à la nicotine âgés de 0 
jour, comparativement aux contrôles, l'expression de SCN1A et SCN5A augmente de 22 et 
65 % respectivement, tandis que l'expression de SCN4A diminue de 57 %. Ensuite, à 7 
jours postnatal, je vois qu'il y a une augmentation d'expression de 275 et 300 % pour 
SCN1A et SCN5A et j'observe une diminution de 85 % pour SCN4A. Par la suite, à 14 
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jours postnatal, je vois une augmentation de 132 et 87 % d'expression de SCN4A et 
SCN5A respectivement, tandis que j'observe une diminution de 60 % pour SCN1A. Enfin, 
à 30 jours postnatal, je vois une diminution de 62, 87 et 25 % pour SCN1A, SCN4A et 
SCN5A respectivement. 
En résumé, dans le ventricule gauche, je vois que la nicotine augmente l'expression de 
SCN1A à 0 et 7 jours postnatal, SCN5A à 0, 7 et 14 jours postnatal et SCN4A à 14 jours 
postnatal et elle diminue l'expression de SCN1A à 14 jours et également SCN1A, SCN4A 
et SCN5A à 30 jours postnatal. 
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Figure 27. Variation de l'expression des canaux sodiques dans le ventricule gauche suite à une 
exposition à la nicotine. 
La mesure de l'expression de SCNl A (A), SCN4A (B) et SCN5A (C) chez les lapins contrôles (•) ou exposés 
à la nicotine (•) a été faite par PCRq. Les courbes standards ont été faites grâce à des contrôles internes qui 
ont permis de déterminer la concentration d'ADN exacte pour les échantillons. Les données sont des 
moyennes ± écart-type; n=3; analyse par ANOVA à un facteur. *** p<0,005, ** p<0,0l, * p<0,05. 
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4. Présence des canaux sodiques dans le cœur humain 
J'ai également vérifié chez l'humain par PCR semi-quantitative la présence des canaux 
sodiques au niveau du cœur. Les échantillons ont été prélevés par le Dr Teijeira du 
département de chirurgie du CHUS selon le protocole d'éthique du projet resténose (#08-
043-A1-M2). Je vois que les gènes codant Nayl.l, Nayl.2 et Nayl.4 sont présents dans 
l'oreillette humaine (Figure 28). Par la suite, j'ai voulu déterminer la quantité d'ADNc 
présent dans notre échantillon. Suite à la mesure de densitométrie de notre échelle de 100 
bp (standard), j'ai pu tracer une courbe de densité de pixels en fonction du poids de 
l'échelle standard (Figure 28C). Donc, en connaissant la quantité d'ADN pour chaque 
bande retrouvée dans l'échelle (Figure 28A), je peux déterminer le nombre de pixels 
correspondant à cette quantité d'ADN. Par la suite, à l'aide de la densité mesurée pour 
GAPDH, j'ai pu calculer la quantité d'ADN présente dans l'échantillon d'oreillette 
humaine (Figure 28B). 
Gène (protéine) Quantité d'ADNc (ng) Ratio par rapport à GAPDH 
SCN1A (Nayl.l) 30,92 0,82 
SCN2A (Nayl.2) 24,19 0,55 
SCN4A (Nayl.4) 25,93 0,52 
Je peux constater que dans l'oreillette humaine, Nayl.l est 22 % plus exprimé que Navl.2 
et 19 % plus exprimé que Navl .4 et Navl .4 est 7 % plus exprimé que Navl .2. En somme, 
ces résultats obtenus sur l'oreillette humaine permettent de valider la présence des canaux 
sodiques retrouvés chez le lapin (Tableau 9). 
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Figure 28. Présence de canaux sodiques (Navl.l, Nav1.2 et Nav1.4) dans l'oreillette humaine. 
(A) PCR conventionnelle démontrant la présence de Navl.l, Nav1.2 et Nav1.4 dans l'oreillette humaine. (B) 
Mesure de densitométrie des bandes des gènes d'intérêts en fonction de la densité de GAPDH sur un gel 
d'électrophorèse. (C) Densité de pixels en fonction de la quantité d'ADN contenue dans l'échelle 100 bp. Ce 
sont des tests préliminaires, donc n= 1. 
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5. Détection par imrnunofluorescence de l'expression des protéines de 
canaux sodiques (Navl.l et Nav1.5) chez le lapin 
Figure 29. Localisation de Navl.l et Nav1.5 dans le NSA des lapins exposés ou non à la nicotine âgés de 
0 jour. 
Imrnunofluorescence sur le NSA de lapereaux âgés de 0 jour. Les tissus ont une épaisseur de 12 
Marquage en vert représente l'anti-Navl.l sur les lapereaux contrôles (A) ou exposés à la nicotine (C) et 
l"anti-Nav1.5 sur les lapereaux contrôle (B) ou exposés à la nicotine ([>). Le marquage en bleu est le DAPI et 
l'anticorps secondaire utilisé est l'Alexa-488. Nav1.5 et Navl.l sont plus exprimés chez les lapereaux exposés 
à la nicotine. La barre blanche représente 300 (rm. n .1. 
Après les PCRq. je voulais regarder si les valeurs retrouvées pouvaient être corrélées avec 
les immunofluorescences. Pour se faire, le programme utilisé, FluoView, me donnait les 
valeurs correspondant aux pixels marqués qui sont au dessus de rautofluorescence. Le 
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signal émis par l'arrière-plan correspondait à l'autofluorescence et cette intensité égalait le 
seuil de fluorescence. Toutes les valeurs de fluorescence supérieures à ce seuil étaient donc 
utilisées pour l'analyse. J'ai donc pris les coupes de tissu cardiaques au niveau du NSA des 
lapereaux contrôles et exposés à la nicotine au jour 0 (dès la naissance). SCN1A chez les 
lapereaux contrôles est plus exprimé que chez les lapereaux exposés à la nicotine in utéro 
est (Figure 29A et C). En effet en regardant le nombre de pixels par intensité de 
fluorescence, je constate que chez les lapereaux contrôle de 0 jour, SCN1A est 1,2 fois plus 
exprimé que chez les lapereaux exposés (Figure 30 et Tableau 10). Ensuite, en regardant 
SCN5A, je constate que la protéine Nav1.5 est plus exprimé chez les lapereaux exposés 
comparativement aux lapereaux contrôles (Figure 29B et D), en effet, SCN5A est plus 1,9 
fois plus exprimé chez les exposés à la nicotine in utero versus les contrôles au niveau du 
NSA (Figure 30 et Tableau 10). 
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Figure 30. Quantification de Navl.l et Nav1.5 par intensité de fluorescence. 
Histogramme de distribution en fréquence pourNavl-l etNav1.5 au jour 0. Marquage à l'anti-Navl.l sur les 
lapereaux contrôles (A) ou exposés à la nicotine (C) et l'anti-Nav1.5 sur les lapereaux contrôles (B) ou 
exposés à la nicotine (D) âgés de 0 jour PN. n=3. 
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Tableau 10. Quantification par iininuiinfluoresceiice de Navl.l et Nav1.5 chez les lapins âgés de 0 jour. 
Tissus ! Nombre de pixels au dessus du seuil 
Lapin 0 jour PN témoin - Nav 1.1 1057 
Lapin 0 jour PN exposé - Nav 1 • 1 930 
Lapin 0 jour PN témoin - Nayl-5 866 
Lapin 0 jour PN exposé - Nav 1.5 1626 
Figure 31. Localisation de lNavl.l et Nav1.5 dans le NSA des lapins contrôles âgés de 7 jours. 
Inimunofluorescence sur le NSA de lapereaux âgés de 7 jours. Les tissus ont une épaisseur de 12 jim. 
Marquage en vert représente l'anti-Navl. 1 (A) et anti-Navl .5 (B) sur les lapereaux contrôles. Le marquage en 
b l e u  r e p r é s e n t e  l e  D A P I  e t  l ' a n t i c o r p s  s e c o n d a i r e  u t i l i s é  e s t  L A I e x a - 4 8 8 ,  N a v l - l  e s t  p l u s  e x p r i m é  q u e N a y l - 5  
chez les lapereaux contrôle. L'échelle est de 300 |im. n~-3. 
Ensuite, j'ai regardé l'expression des protéines codées par SCN1A et SCN5À, soit Navl-l 
et Nayl-5 respectivement, chez les lapereaux contrôles âgés de 7 jours. Je peux voir que la 
valeur de pixels pour Nayl.l chez les lapereaux contrôles (Figure 31 A) est de 901 pixels, 
tandis que Nayl-5 (Figure 31 B) est de 459 pixels (Figure 32 et Tableau 11). 
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Figure 32. Quantification de Navl.l et Nav1.5 par intensité de fluorescence. 
Histogramme de distribution en fréquence pour Navl.l et Nav1.5 à 7 jours PN chez les lapereaux témoins. 
Marquage à l'anti-Navl.l sur les lapereaux témoins (A) et l'anti-Nav1.5 sur les lapereaux témoins (B) âgés de 
7 jours PN. n=3. 
Tableau 11. Comparaison d'expression pour Navl.l et Navl.S chez les lapins âgés de 0 jour, 
Tissus Nombre de pixels au dessus du seuil 
Lapin 7 jours PN témoin -Nayl.l 901 
Lapin 7 jours PN témoin -Navl.5 459 
6. Effets de l'isoprotérénol sur le courant sodique au niveau des cellules de 
l'oreillette droite 
Par la suite, j'ai regardé l'effet de l'isoprotérénol sur le courant sodique au niveau des 
cardiomyocytes dans l'oreillette droite de lapins âgés de 37 jours postnatal, car je pense que 
la réponse adrénergique chez les lapins exposés à la nicotine est inefficace. Pour ces 
expériences, j'ai isolé des cardiomyocytes des plusieurs lapereaux âgés de 37 jours 
contrôles et exposés à la nicotine. 
L'enregistrement de tracé de courant (Figure 33A) permet de voir le courant de pic de la 
cellule. Lorsque les cellules de lapins contrôles sont incubées avec 10 d'isoprotérénol 
pendant 20 minutes, le courant de pic est augmenté de près de 2 fois, comparativement aux 
cellules du lapereau qui n'ont pas été incubées avec de l'isoprotérénol. La relation courant 
voltage (I/V) (Figure 33B), exprimée en densité de courant normalisée par la taille de la 
cellule, me permet de constater que l'isoprotérénol augmente de 160 % la densité de 
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courant chez les lapereaux contrôles. Également, l'isoprotérénol active le courant à des 
potentiels plus hyperpolarisés, le V1/2 passe de -37,5 ± 0,23 mV en contrôle à -51,7 ± 0,48 
mV suite à une incubation avec de l'isoprotérénol (Figure 33C). En effet, la courbe 
d'activation (Figure 33C) est décalée vers la gauche lors d'une incubation avec 10 |aM 
d'isoprotérénol. La conductance (G) est normalisée par la conductance maximale (Gmax). 
La courbe d'inactivation enregistrée lors du régime établi (Figure 33D) montre que 
l'isoprotérénol ne cause aucun changement significatif au niveau de la disponibilité du 
canal dans les cardiomyocytes des oreillettes droites de lapins contrôles âgés de 37 jours. 
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Figure 33. Effet de l'isoprotérénol sur le courant sodique chez les lapins contrôles âgés de 37 jours. 
Effets sur l'amplitude d'INa et des courbes courant voltage (I/V), d'activation et d'inactivation des 
cardiomyocytes isolés de l'oreillette droite de lapins contrôles âgés de 37 jours postnatal. (A) Enregistrement 
représentatif du pic d'INa chez les lapins contrôles (•) et suite à une incubation de 20 minutes avec 10 jiM 
d'isoprotérénol (•). Le pic se situe à des potentiels plus négatifs suite à une incubation d'isoprotérénol 
comparativement aux contrôles et l'amplitude a augmenté de 50 pA/pF. (B) Courbe I/V représentée en densité 
de courant; le pic d'INa est normalisé selon la capacitance des cellules respectives. La courbe avec 
isoprotérénol est décalée vers des potentiels plus négatifs comparativement au contrôle. (C) Courbe 
d'activation; la conductance (G) à chaque potentiel est calculée selon un ratio lNa/(Vra-ENa), où Vm représente 
le potentiel membranaire test et ENa, le potentiel de réversion pour INa. Chaque valeur de G est normalisée par 
la conductance maximale (GMax). La courbe avec isoprotérénol est décalée de -37 mV comparativement au 
contrôle. (D) Courbe d'inactivation avec un protocole de voltage clamp standard. Les courbes d'inactivation 
ne varient pas suite à une incubation avec isoprotérénol. Les données sont des moyennes ± écart-type. n=8. 
En ce qui concerne les cardiomyocytes de lapereaux exposés in utero à la nicotine, le 
courant de pic (Figure 34A) ne varie pas lorsque les cellules ont été incubées pendant 20 
minutes dans 10 nM d'isoprotérénol. Par la suite en regardant la densité de courant (Figure 
34B), la courbe d'activation (Figure 34C) et la courbe d'inactivation (Figure 34D), je 
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constate que suite à une incubation à l'isoprotérénol, les courbes ne varient pas de façon 
significative pour les lapereaux de 37 jours postnatal exposés in utero à la nicotine. En 
comparant maintenant la densité de courant des lapereaux exposés à la nicotine ou non, 
sans incubation d'isoprotérénol, je constate aisément que chez les lapereaux exposés à la 
nicotine, la densité de courant est 2 fois plus grande que chez les lapereaux contrôles. Par 
contre, lors d'une incubation à l'isoprotérénol. la densité de courant des lapereaux contrôles 
est supérieure de 44 % aux lapereaux exposés à la nicotine. 
Tableau 12. Valeurs des V1/2 de l'activation et de l'inactivation chez les lapereaux exposés ou non à la 
nicotine en contrôle et suite à une incubation à l'isoprotérénol. 
Témoin Nicotine 
V1/2 
Contrôle (mV) 
Isoprotérénol 
(mV) 
Contrôle 
Isoprotérénol 
(mV) 
Activation -37,5 ± 0,23 -51,7 ±0,48 -49,0 ±0,19 -46,5 ± 0,37 
Inactivation -86,3 ± 0,21 -87,2 ±0,21 -85,3 ± 0,09 -84,1 ±0,08 
En résumé, selon ces résultats, la nicotine semble causer une augmentation du courant de 
pic (sans stimulation adrénergique), par contre elle annule la réponse adrénergique au 
niveau des cardiomyocytes. En effet, chez les lapereaux exposés à la nicotine, 
l'isoprotérénol ne cause aucune augmentation dans le courant de pic et aucun décalage dans 
les courbes d'activation et d'inactivation des canaux sodiques. 
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Figure 34. Effet de l'isoprotérénol sur le courant sodique chez les lapins exposés à la nicotine in utero 
âgés de 37 jours. 
Effets sur l'amplitude d'INa et des courbes courant voltage (I/V), d'activation et d'inactivation des 
cardiomyocytes isolés de l'oreillette droite de lapins exposés in utero à la nicotine âgés de 37 jours postnatal. 
(A) Enregistrement représentatif du pic d'lNa chez les lapins contrôles (•) et suite à une incubation de 20 
minutes avec 10 nM d'isoprotérénol (•). Le pic se situe au même potentiel suite à une incubation 
d'isoprotérénol et en contrôle. (B) Courbe I/V représentée en densité de courant; le pic d'INa est normalisé 
selon la capacitance des cellules respectives. Les deux courbes sont superposées. (C) Courbe d'activation; la 
conductance (G) à chaque potentiel est calculée selon un ratio lNa/(Vm-ENa), où Vm représente le potentiel 
membranaire test et ENa, le potentiel de réversion pour lNa. Chaque valeur de G est normalisée par la 
conductance maximale (GMiLJ. Les deux courbes sont superposées. (D) Courbe d'inactivation avec un 
protocole de voltage clamp standard. Les deux courbes sont superposées. Les données sont des moyennes ± 
écart-type. n=8. 
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Discussion 
1. Modèle expérimental 
La nicotine est un composé présent dans les cigarettes, entre un et trois milligrammes et 
elle est principalement la cause de la dépendance à la cigarette (Hakki et al., 2001). Chez 
les fumeurs moyens (10-20 cigarettes par jour), on retrouve entre 100 et 200 ng/ml de 
cotinine dans le sang (Dempsey et Benowitz, 2001). Par ailleurs, comme mentionnée 
auparavant, la nicotine est le facteur de risque le plus élevé dans le syndrome de mort subite 
du nouveau-né (Shah et ai, 2006). 
Il est donc important de vérifier que le niveau de nicotine retrouvé chez les lapereaux 
correspond à cette valeur retrouvée chez les mères fumeuses pour ensuite pouvoir étudier 
les effets de la nicotine sur le développement et la conduction du système cardiaque. 
Avec l'implantation sous-cutanée de deux pompes osmotiques, voulant reproduire la 
concentration cotinique sanguine retrouvée chez les mères fumeuses moyennes, une 
concentration de 125 ± 10 ng/ml est obtenue. Comme attendu, une présence cotinique 
sanguine est observée chez les lapereaux nouveau-nés (Dempsey et Benowitz, 2001), par 
contre ce qui est étonnant est la durée nécessaire avant de voir la concentration cotinique 
atteindre 0 ng/ml chez ces lapereaux nouveau-nés exposés in utero à la nicotine (Figure 
16E). Sachant que la demi-vie de la cotinine est de 24 heures (Suzuki et al., 2003), je 
pensais que la cotinine serait complètement disparue après deux semaines. La concentration 
cotinique sanguine atteint des valeurs avoisinant 0 ng/ml seulement après le 60e jour 
postnatal. 
J'ai compté quatre morts subites pour les lapereaux exposés in utero à la nicotine et aucun 
décès chez les lapereaux témoins. Il est également important de mentionner que les 
lapereaux exposés à la nicotine étaient plus énervés que les lapereaux témoins lors des 
manipulations. En effet, lorsque je prenais les lapereaux exposés à la nicotine, ils sautaient 
et se débattaient dans la cage et ma main, contrairement aux contrôles qui restaient calmes. 
Ce nombre de mort subite était extrêmement élevé considérant le nombre de naissances 
obtenu au courant de ma maîtrise. 
Par ailleurs, je m'attendais de voir les lapines gestantes exposées à la nicotine mettre bas de 
façon prématurée, mais aucune différence n'a pu être observée entre les lapines contrôles et 
exposées à la nicotine. La durée de la gestation est de 30,2 ± 0,2 et 30,3 ± 0,3 jours 
respectivement. Je m'attendais à plusieurs fausses couches et à des portées réduites, par 
contre, aucune différence dans le nombre de lapereaux par portée entre les lapines témoins 
et exposées est observée, en effet, les lapines contrôles ont 6,5 ± 0,8 lapereaux par portée et 
les lapines exposées avaient 6,3 ± 1,2 lapereaux par portée (Kleshcheva, 1990; 
Lichtensteiger et al., 1988; Miao et al., 1998; Navarro et al., 1990; Nordberg et al., 1991; 
Slotkin et al., 1987). Il est important de mentionner que les manipulations sur les lapines 
gestantes (prélèvements sanguins aux deux jours) créaient un stress et elles avaient des 
portées réduites ou des avortements. 
Les effets nocifs du tabac observés lors de la grossesse, par exemple le développement 
anormal du système nerveux central et la circulation sanguine réduite vers le placenta, sont 
causés par la nicotine. La toxicité sur la reproduction est surtout expliquée par la nicotine, 
par contre elle n'est pas l'unique source de tous les problèmes reliés à la toxicité durant la 
reproduction. Dempsey et Benowitz ont démontré que les nombreux effets indésirables sur 
la reproduction liés au tabagisme étaient dus aux anomalies cumulatives produites par les 
différentes toxines retrouvées dans la fumée de cigarette et les complications natales 
retrouvées seraient dues à l'ensemble des composés retrouvés dans la cigarette (Dempsey et 
Benowitz, 2001). Cela pourrait expliquer la raison pour laquelle dans notre cas, les fausses 
couches et les naissances prématurées n'étaient pas présentes, car mes études ne 
comportaient qu'un seul composé du tabac, soit la nicotine. Tandis que les observations sur 
la reproduction et les naissances chez les humains représentent les effets causés par un 
mélange de toutes les composantes présentes dans le tabac. 
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En résumé, les lapins sont des excellents modèles, car ils ont de fréquentes périodes de 
reproduction et répondent bien à la nicotine. Par contre le désavantage avec ce modèle 
expérimentale réside dans la taille des cœurs lorsqu'ils sont âgés entre zéro et sept jours 
postnatal. Les cœurs sont beaucoup trop petits pour différencier adéquatement les cavités. 
Évidemment le but du projet est de réaliser ces expériences sur le chien où le cœur 
ressemble plus à l'humain. 
2. Remodelage morphologique 
Pour bien étudier les effets de la nicotine sur le phénomène de résorption dégénérative au 
niveau du NSA, il était primordial de pouvoir déterminer l'emplacement du NSA sur une 
coupe de tissu cardiaque. Donc en regardant les Figure 17 et Figure 18, lorsqu'il y a un 
dépôt de DAB, cela correspond à une concentration de neurofilaments. Sachant que le NSA 
est rempli de neurones provenant du système autonome, cette région est donc grandement 
marquée par les anticorps anti-neurofilaments (Baruscotti et Robinson, 2007). En regardant 
la Figure 17, à première vue, le NSA du lapin contrôle augmente en superficie tout au long 
du développement. Grâce aux coupes de tissu marquées avec les anti-neurofilaments, je 
vois que la taille augmente d'une manière contrôlée grâce au phénomène de résorption 
dégénérative. La taille des NSA augmente, par contre la proportion de la superficie que le 
NSA occupe dans l'oreillette devient de plus en plus petite. Faire des comparaisons entre 
les différents âges et suite à une exposition à la nicotine est problématique, car chaque 
coupe de tissu possède un axe de coupe et une orientation différente, causant les différentes 
échelles et donc il est difficile d'évaluer la taille en regardant les images 
d'immunofluorescence. En résumé, le marquage aux neurofilaments servait surtout à 
localiser avec précision l'emplacement du NSA sur une coupe pour ensuite faire nos études 
d'apoptose et d'immunofluorescence. 
Si je me fie aux ratios d'apoptose obtenus chez les lapereaux exposés à la nicotine (Tableau 
4), je peux constater que la proportion de la superficie du NSA dans l'oreillette droite 
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diminue en taille tout au long du développement. Le nombre de noyaux passe de 3380 à 
1461 chez les contrôles et de 264 à 144 chez les lapereaux exposés à la nicotine, soit une 
diminution de 57 % et de 46 % respectivement (Tableau 3). Ces diminutions correspondent 
à celles dont je m'attendais de voir. Il est normal de compter moins de cellules dû à 
l'apoptose. 
Suite à cela, lorsque les lapereaux sont exposés à la nicotine, le pic d'apoptose est décalé 
vers des âges plus élevés. Chez les lapereaux contrôles, ce pic d'apoptose est atteint à l'âge 
de 7 jours avec 39,2 % et chez les lapereaux exposés à la nicotine, le pic semble être au 
delà de 30 jours postnatals avec 54,9 %. Dans ce même ordre d'idées, je m'attendais à un 
délai dans la progression de l'apoptose au niveau du NSA, car la nicotine possède des effets 
anti-apoptotiques (Banerjee et al., 2007; Suzuki et al, 2003). En effet, à 7 jours postnatal, 
le niveau d'apoptose chez les lapereaux exposés à la nicotine est inférieur de 81 % aux 
lapereaux contrôles du même âge. Par la suite, ce que je constate, c'est le retour du 
phénomène de résorption dégénérative avec une intensité beaucoup plus forte à 14 jours et 
30 jours postnatals. De plus, pour déterminer si la nicotine possède des effets anti-
apoptotiques, j'ai réimplanté des pompes osmotiques sur un lapereau de 14 jours postnatal 
étant déjà exposé in utero à la nicotine. Je m'attendais à voir une diminution du ratio 
d'apoptose comparativement au lapereau de 30 jours postnatal exposé seulement in utero. 
Cette diminution de 33 % suggère que la nicotine possède des effets anti-apoptotiques qui 
pourraient ralentir le développement du nouveau-né. Ce retard peut laisser du tissu 
cardiaque qui n'est pas nécessaire à la conduction et ainsi causer des arythmies (Figure 21). 
La nicotine peut également causer une apoptose exagérée en détruisant les cellules qui sont 
importantes au bon fonctionnement cardiaque et risque de provoquer des problèmes au 
niveau de la conduction cardiaque comme des arythmies. 
Le niveau d'apoptose est plus élevé chez les lapereaux exposés à la nicotine âgés de 0 jour 
postnatal. Une des raisons possibles pour expliquer cette augmentation d'apoptose est les 
effets inconnus chez la mère lorsque les lapereaux sont encore à l'état fœtal. La barrière 
placentaire peut laisser passer des substances pro-apoptotiques (Dempsey et Benowitz, 
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2001; Wielgus et al., 2004). Une équipe de chercheurs a démontré que la nicotine possède 
des effets pro-apoptotiques en induisant un stress oxydatif qui va perturber les gènes 
responsables de l'apoptose lorsque la concentration cotinique est élevée (Zhou et al., 2010). 
En effet, c'est ce que j'observe chez les nouveau-nés exposés à la nicotine âgés de 0 jour 
postnatal. La nicotine promeut l'apoptose et lorsque cette concentration diminue, la 
nicotine inhibe l'apoptose et ce sont les effets observés à 7 jours postnatal. 
Le remodelage morphologique chez les lapereaux exposés à la nicotine est retardé, mais ce 
phénomène apoptotique revient lorsque la concentration cotinique sanguine diminue (à 14 
et 30 jours postnatal). Ce retard et surcompensation de l'apoptose mènent vers une 
maturation et une différenciation incomplètes ou exagérées du nœud sino-atrial causant 
ainsi des problèmes lors de l'initiation du rythme cardiaque. Effectivement, Matturi et son 
équipe ont suggéré que si ce phénomène de résorption dégénérative était exagéré, il peut 
provoquer le blocage des voies préférentielles et que si ce phénomène était déficient, il peut 
laisser des communications accessoires entre le nœud sinusal et le nœud auriculo-
ventriculaire (Matturri et al, 2000). Dans le cas où l'apoptose serait exagérée, certaines 
voies préférentielles pourraient être éliminées et la propagation électrique provenant du 
NSA vers le NAV serait inefficace causant des arythmies cardiaques. Finalement, dans le 
cas où l'apoptose serait retardée, comme mes résultats l'indiquent, les tissus qui doivent 
être éliminés ne le seront pas et cela peut déclencher une propagation électrique 
désordonnée et désynchronisée dans l'oreillette droite menant vers des arythmies 
cardiaques. Ces observations peuvent partiellement expliquer notre hypothèse concernant 
les bradycardies aperçues dans le SMSN. 
En résumé, dans mon cas, la nicotine ralentissait le phénomène de résorption dégénérative 
et lorsque la concentration cotinique sanguine diminue, ce phénomène apoptotique essaie 
de rattraper le retard causé par la présence de nicotine in utero. 
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3. Remodelage électrophysiologique 
Lorsqu'on analyse les données obtenues par PCRq dans l'oreillette droite, je remarque tout 
d'abord que de 0 à 14 jours postnatal, le gène le plus exprimé chez les lapereaux contrôles 
est SCN4A. Puis, à 30 jours postnatal, c'est SCN1 A. Par contre, chez les lapereaux exposés 
à la nicotine, SCN5A est plus exprimé à tous les âges sauf à 7 jours postnatal. SCN5A est 
exprimé au maximum à 0 jour postnatal, par contre à 7 jours postnatal, SCN4A est le plus 
exprimé. Comme j'ai mentionné auparavant, lors de la maturation du NSA, il existe deux 
types de remodelages : morphologique et électrophysiologique. Le phénomène de 
résorption dégénérative est un mécanisme impliqué dans le remodelage morphologique. En 
ce qui concerne le remodelage électrophysiologique, lors de la maturation du NSA, SCN5A 
vient faire une gaine d'isolation autour de SCN1A qui est principalement exprimée dans le 
centre du NSA (Baruscotti et al., 1997). Je vois que dans l'oreillette droite SCN1A diminue 
avec l'âge, de 0 à 14 jours postnatal chez les lapereaux contrôles. Cela est en accord avec 
les découvertes de l'équipe de Protas (Protas et al., 2010) qui montrent que dans les 
cardiomyocytes du NSA, les canaux sodiques qui sont sensibles à la TTX sont exprimés en 
grande quantité chez le nouveau-né et ces canaux diminuent avec l'âge. SCN5A est le gène 
responsable de la conduction cardiaque au niveau ventriculaire et le potentiel membranaire 
de repos se situe autour de -90 mV comparativement à un potentiel diastolique maximal 
dans les oreillettes qui se situe autour de -70 mV. De part ses propriétés biophysiques, dont 
l'inactivation (Figure 6), SCN5A étant moins disponible que SCN1A et SCN4A à des 
potentiels plus dépolarisés (par exemple au niveau du potentiel diastolique maximal 
observée dans les oreillettes comparativement aux potentiels membranaire de repos des 
ventricules) offre alors une isolation au NSA lors de la propagation des impulsions 
électriques dans le cœur. Également, étant moins disponible, le courant sodique qui 
participe au potentiel d'action sera diminué. En effet, grâce à ses propriétés, SCN5A 
coordonne et ralentit les impulsions électriques sortant du NSA, provenant surtout de 
SCN1A et SCN4A qui sont exprimés en plus grande quantité au centre, avant de les 
propager vers le NAV et l'oreillette gauche, car SCN5A est surtout exprimé en périphérie 
du NSA (Baruscotti et al., 2000; Lei et al., 2004). 
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Donc dans le cas où SCN5A serait le gène le plus exprimé comme chez les lapereaux 
exposés à la nicotine où j'observe qu'à 0 jour postnatal SCN5A est deux et trois fois plus 
exprimés que les deux autres gènes, les impulsions électriques sortant du NSA seraient 
drastiquement ralenties et causeraient la une mauvaise conduction de l'impulsion électrique 
ce qui pourrait expliquer les problèmes de conduction observés dans le SMSN. Cette 
observation expliquerait le nombre de décès plus élevé chez les humains à un jeune âge. Ce 
serait également une explication plausible qui permettrait de comprendre pourquoi lors du 
syndrome de mort subite, le réflexe d'auto-réanimation est inefficace. 
Pour valider ces résultats, j'ai regardé chez l'humain adulte également au niveau de 
l'oreillette pour voir si les canaux sodiques d'intérêt sont exprimés. En effet, Navl.l, 
Navl.2 et Navl.4 sont exprimés dans l'oreillette humaine et je peux constater que SCN1A 
est le gène le plus exprimé. Effectivement, dans l'oreillette droite, surtout au niveau du 
centre du NSA, la protéine la plus exprimée est Navl.l. Ensuite, pour comparer les 
résultats trouvés chez l'humain avec ceux du lapin, j'ai regardé l'expression de ces 
protéines sur une coupe de tissus cardiaques des lapereaux. Chez les contrôles au jour 0, 
SCN1A est 1,2 fois plus exprimée que SCN5A, tandis que chez les lapereaux exposés, 
SCN5A est 75 % plus exprimé que SCN1A (Tableau 10 et Figure 30). 
En résumé, à l'aide des PCR quantitatives, des PCR sur l'oreillette humaine et des 
immunofluorescences, je peux constater que l'expression de SCN1A et SCN4A dans 
l'oreillette droite, où se situe le NSA, augmente en présence de la nicotine et l'expression 
de SCN5A est beaucoup plus élevée chez les lapereaux exposés à la nicotine in utero. Cette 
variation de distribution et d'expression des canaux sodiques pourrait expliquer des 
problèmes de conduction cardiaque pouvant mener vers les arythmies observées dans le 
syndrome de mort subite du nourrisson. 
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4. Réponse adrénergique 
Chez les bébés décédés du SMSN, il a été suggéré que leur réflexe d'auto-réanimation est 
inefficace. Donc, chez les nourrissons atteints du SMNS, une diminution de la fréquence 
cardiaque est observée au lieu d'une augmentation. Cela m'avait amené à me poser la 
question suivante : est-ce que cette absence de l'augmentation de la fréquence cardiaque 
serait due à une incapacité du cœur de répondre à une stimulation adrénergique provenant 
du centre de respiration? 
Pour répondre à cette question, j'ai, suite à l'isolation de cellules cardiaques de l'oreillette 
droite, incubé les cardiomyocytes pendant 20 minutes dans une solution extracellulaire 
contenant 10 ^M d'isoprotérénol pour mimer une stimulation adrénergique. Une 
augmentation du courant de pic de deux fois (Figure 33A) et une augmentation de 160 % 
de la densité de courant (Figure 33B) sont observées chez les lapereaux contrôles. Le 
courant sodique est donc augmenté en présence d'isoprotérénol. Par ailleurs, ce que j'ai 
observé est un décalage de la courbe d'activation des canaux sodiques lorsque les cellules 
sont incubées avec de l'isoprotérénol. Cela me permet donc d'affirmer que chez les 
contrôles, lorsque le cœur subit une stimulation adrénergique, cette stimulation augmente le 
pic et la densité de courant sodique tout en activant ces derniers à des potentiels plus 
hyperpolarisés. De ce fait, le système de conduction cardiaque augmente la propagation 
électrique cardiaque lors des apnées et hypoxies observées dans le syndrome de morts 
subites du nourrisson. Cette augmentation de la conduction cardiaque est une composante 
importante dans le réflexe d'auto-réanimation. Matsuda et son équipe ont vu une 
augmentation du courant sodique dans les cardiomyocytes exposés à l'isoprotérénol 
(Matsuda et al., 1992). Par ailleurs, Baba et son équipe ont suggéré que l'isoprotérénol 
augmente la densité du courant sodique en se liant aux récepteurs P-adrénergiques soit en 
activant les molécules de signalisation de la protéine Gsa qui va permettre de recruter plus 
de canaux sodiques, soit en régulant la phosphorylation des résidus de sérine dans le linker 
1-11 (Baba et ai, 2004). Je vois que la courbe de disponibilité des canaux sodiques ne 
change pas, car durant une stimulation adrénergique, la quantité de canaux disponibles ne 
change pas pour un potentiel donné (Matsuda et al., 1992). Par contre, Kirstein et son 
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équipe ont travaillé sur des rats et ils ont vu que la quantité de canaux disponibles pour 
l'activation lors d'une incubation avec l'isoprotérénol augmentait. Cette différence serait 
possiblement causée par la différence entre les espèces utilisées, en effet, il existe de 
grandes différences ioniques métaboliques entre les espèces (Kirstein et al., 1996). 
En regardant les mêmes expériences sur les lapereaux exposés in utero à la nicotine, je 
constate que le pic et la densité de courant n'augmentent pas suite à une incubation de 20 
minutes dans une solution contenant 10 |jM d'isoprotérénol. La courbe d'activation et de 
disponibilité ne varient pas en présence d'isoprotérénol. Effectivement, plusieurs études en 
sont venues à la même conclusion que moi. Navarro et son équipe ont examiné le 
développement et la fonction cardiaque des récepteurs p-adrénergiques chez les rats 
nouveau-nés exposés à la nicotine in utero et ils ont constaté que la nicotine interfère avec 
le développement de l'activité noradrénergique du système nerveux central et périphérique. 
En plus de cela, ils ont remarqué que la nicotine créait des altérations à long terme dans la 
réponse adrénergique des tissus qui répondent à une stimulation sympathique en causant 
des défauts dans la transmission synaptique (réduction de la liaison postsynaptique aux 
récepteurs P-adrénergiques) en baissant la sensibilité chronotropique. Cela expliquerait 
pourquoi nos lapins ne répondent pas à l'isoprotérénol (Navarro et al, 1990). 
La densité de courant chez les lapereaux exposés à la nicotine sans incubation à 
l'isoprotérénol est à la base plus élevée que chez les lapereaux contrôles sans incubation 
d'isoprotérénol. Une découverte par l'équipe de Hawrot suggère que la nicotine en se liant 
à son récepteur nicotinique acétylcholine al (nAchR) ne va interagir avec certaines 
protéines G. Comme je l'ai mentionné auparavant, l'isoprotérénol augmente la densité du 
courant sodique en activant la molécule de signalisation Gsa. Il est probable que dans ce 
cas-ci, le récepteur nicotinique al active cette même voie de signalisation cellulaire (Paulo 
et al., 2009). De plus, il est connu que la nicotine augmente la fréquence cardiaque 
(Lawrence et al., 2008). Avec ces observations, je comprends beaucoup mieux pourquoi 
chez les bébés exposés à la fumée de cigarette, le réflexe d'auto-réanimation est inefficace. 
Leurs cœurs ne réagissent pas aux stimulations adrénergiques provenant du centre 
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respiratoire et donc aucune augmentation de la fréquence cardiaque n'est possible lors des 
apnées du sommeil. 
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Conclusion générale et perspectives 
Après avoir observé tous les effets de la nicotine sur le développement et la conduction 
cardiaque, je peux conclure que la nicotine perturbe avant tout le phénomène de résorption 
dégénérative observée dans le cœur lors du développement. Effectivement, l'exposition 
prénatale à la nicotine cause un inversement dans le processus apoptotique, car la nicotine 
ralentit la résorption dégénérative. En effet, le pic d'apoptose est observé après 30 jours 
postnatal suite à une exposition à la nicotine comparativement à 7 jours postnatal chez les 
lapereaux contrôles. Cette dérégulation causerait un retard de développement dans le nœud 
sinusal et auriculo-ventriculaire ainsi que les voies préférentielles observées dans 
l'ensemble du cœur. Sachant que la demande cardiaque augmente avec l'âge et nécessite 
des contractions synchronisées, je peux suggérer que le retard du développement des voies 
préférentielles indéfinies cause une mauvaise coordination des contractions cardiaques. 
Ensuite, j'ai regardé l'effet de la nicotine sur l'expression des différents canaux sodiques 
(SCN1A, SCN4A et SCN5A) impliqués dans l'initiation et la propagation de l'influx 
électrique. Comme je l'ai démontré, la nicotine augmente globalement l'expression des 
canaux sodiques dans le cœur, surtout dans les oreillettes que ce soit pour les lapereaux 
âgés de 0, 7, 14 ou 30 jours postnatal. Également, j'ai vu que chez les lapereaux exposés à 
la nicotine, le gène le plus exprimé des trois est SCN5A. Dû à ses propriétés biophysiques, 
ce canal ralentit l'impulsion électrique venant de SCN1A. De plus, SCN5A est moins 
disponible au potentiel diastolique maximal et sa contribution dans le courant sodique serait 
diminuée, ce qui pourrait diminuer l'amplitude du potentiel d'action dans les ventricules. 
En étant plus présent dans les oreillettes surtout en périphérie du nœud sinusal des 
lapereaux exposés à la nicotine, ce canal ralentit la propagation électrique et ce 
ralentissement peut expliquer les arythmies observées dans les cas de syndrome de mort 
subite du nourrisson. 
Par la suite, sachant que le réflexe d'auto-réanimation était inefficace chez les nourrissons 
décédés du syndrome de mort subite du nourrisson, j'ai supposé que la cause serait une 
incapacité du cœur à répondre aux stimulations adrénergiques venant du centre respiratoire. 
Suite aux expériences avec l'isoprotérénol (agoniste des récepteurs P-adrénergiques), je 
constate qu'effectivement, les lapereaux exposés in utero ne répondent pas à une incubation 
avec l'isoprotérénol. De ce fait, cela pourrait expliquer la raison pour laquelle une 
bradycardie est observée chez les nourrissons décédés du syndrome de mort subite du 
nourrisson au lieu d'une tachycardie qui permettrait au nourrisson de se réveiller durant son 
sommeil. Cette incapacité à répondre à une stimulation adrénergique peut provenir du 
changement dans la distribution et l'expression des canaux sodiques causant une 
insensibilité à l'isoprotérénol dans ce cas-ci. 
En conclusion, avec toutes ces expériences faites sur le lapin contrôle et le lapin exposé in 
utero à la nicotine, je peux suggérer que la nicotine en causant un retard dans le 
développement cardiaque, en altérant la maturation électrique du cœur menant à son 
incapacité de répondre à une stimulation adrénergique et en rendant le réflexe d'auto-
réanimation inefficace, elle peut entraîner la mort du nourrisson durant son sommeil. 
En perspectives, quelques expériences sont encore nécessaires pour finaliser ce projet. En 
effet, il reste à vérifier que la dérégulation dégénérative ralentit le développement des voies 
préférentielles et de ce fait, désorganise la propagation de l'influx électrique dans les 
oreillettes et ventricules cardiaques. Également, il faudrait regarder l'influence des 
modifications au niveau de l'expression des canaux sodiques sur la propagation électrique 
du potentiel d'action. Éventuellement, lorsque toutes ces méthodes seront mises au point, il 
faut tester les effets de la nicotine sur un autre modèle expérimental dont le cœur se 
rapproche le plus de l'humain, par exemple le chien. Finalement, il serait intéressant de 
trouver des remèdes qui peuvent contrer les effets de la nicotine dans le sang des nouveau-
nés et limiter les dégâts causés par la nicotine. Il faut une drogue qui est un antagoniste 
compétitif de la nicotine qui ira se lier aux récepteurs nicotiniques. Le meilleur moyen pour 
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combattre le problème de toxicité maternelle reste de lutter contre le tabagisme au cours de 
la grossesse. 
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Annexe 
Solution extracellulaire pour patch clamp sur cardiomyocytes : 
Produit Masse mol. Conc. (mM) g/L 
Choline-Cl 139,2 120 16,7 
NaOH(lM) 40 5 0,2 (5 ml) 
NaCl (5M) 58,44 5 0,292 (1 ml) 
KOH (1M) 56,11 4 0,224 (4 ml) 
Na acétate x 3 H2O (1 M) 136,08 2,8 0,381 (2,8 ml) 
C a C l 2 x 2 H 2 0 ( l M )  147 0,5 0,0735 (0,5 ml) 
M g C l 2 x 2 H 2 0 ( l M )  203,3 1,5 0,305(1,5 ml) 
HEPES 238,3 10 2,383 
CoCl2 x 6 H20 237,93 1 0,237 
TEA 165,71 5 0,829 
4-AP 94,129 2 0,188 
BaCl2 x 2 H20 244,28 5 1,221 
Glucose 198,2 10 1,982 
pH 7,4 (avec HC1). 
Osmolarité à 295 mOsm. 
Solution intracellulaire pour patch clamp sur cardiomyocytes 
Produit Masse mol. Conc. (mM) g/L 
NaCl (5M) 58,44 15 0,8766 (3 ml) 
CsF 151,9 . 120 18,228 
KC1 (4M) 74,6 5 0,373 (1,25 ml) 
MgCl2 x 6 H20 (1M) 203,3 1 0,203 (1 ml) 
EGTA** 380,4 10 3,804 
HEPES 238,3 10 2,383 
Na2-ATP 551,1 4 2,204 
** ajouter l'EGTA avant l'H 
pH 7,4 (avec CsOH). 
Osmolarité à 295 mOsm. 
PES. 
